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Introducción 
1. Proceso de la fotosíntesis 
 
El sol es la principal fuente de energía que sustenta la mayor parte de la vida terrestre. La 
fotosíntesis es el proceso biofísico-químico por el cual organismos con (bacterio)clorofila 
convierten la energía de la luz en energía química-redox útil fisiológicamente. En plantas verdes, 
la energía producida por el proceso de fotosíntesis oxigénica para la reducción de compuestos 
pobres en energía, como CO2 y nitrógeno inorgánico, conlleva un proceso elaborado de 
transporte de electrones y fotofosforilación acoplada, que ocurre en los cloroplastos (Hill & 
Bendall, 1960) (Mitchell, 1961). Es importante entender el proceso de fotosíntesis oxigénica ya 
que es el único que biológicamente nos suministra alimento, combustible y oxígeno. 
Efectivamente, la fotosíntesis es el proceso global dominante que, a partir de la oxidación de 
agua, proporciona el oxígeno necesario a la atmósfera y a los océanos para sustentar toda vida 
aerobia (Dismukes et al, 2001). Además, es el único proceso biológico que podría consumir a gran 
escala el aumento global de CO2 que actualmente experimentamos.  
Las especies fototróficas están ampliamente distribuidas tanto entre los eucariotas que 
poseen plastidios como entre los miembros del dominio bacteria, donde se incluyen 
cianobacterias, oxi-fotobacterias verdes, bacterias verdes del azufre, bacterias verdes 
filamentosas, bacterias rojas y heliobacterias. De entre estas bacterias, sólo cianobacterias y 
oxi-fotobacterias verdes son capaces de realizar fotosíntesis oxigénica junto con los plastidios 
eucarióticos. El resto de las bacterias fotosintéticas son anoxigénicas y utilizan compuestos de 
azufre, hierro, hidrógeno o moléculas orgánicas simples como fuente de electrones (Nisbet & 
Sleep, 2001). 
Para que el proceso de la fotosíntesis ocurra son necesarios, entre otros, un conjunto de 
complejos pigmento-proteína que forman lo que se denomina la unidad fotosintética. Estos 
complejos unen los cromóforos, que captan la energía solar, y los donadores y aceptores de 
electrones primarios e intermedios que forman parte de los procesos de separación de carga. 
Mientras que los primeros están en los complejos antena, los segundos se encuentran en un 
dominio catalítico central llamado centro de reacción (RC). Los diferentes sistemas 
fotosintéticos se han clasificado según los aceptores últimos de electrones del sistema de 
transporte de electrones (Figura 1). Así surgen sistemas fotosintéticos tipo-I, o de tipo Fe-S, 
al que pertenecen las bacterias verdes del azufre y heliobacterias de fotosíntesis anoxigénica 
además del fotosistema I (PSI) de fotosíntesis oxigénica; y tipo-II, o de tipo quinona, 
constituido por los centros de reacción de las bacterias verdes filamentosas y bacterias rojas 
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de la fotosíntesis anoxigénica y el fotosistema II (PSII) de la fotosíntesis oxigénica (Heathcote 
et al, 2002). Mientras que las bacterias anoxigénicas poseen un solo complejo RC, o de tipo-I o 
de tipo-II, las especies oxigénicas unen electroquímicamente en serie los dos sistemas 
fotosintéticos, uno de cada tipo, teniendo el PSI un carácter fuertemente reductor y el PSII un 
carácter fuertemente oxidante. El resultado de poseer este sistema cooperativo en serie es 
que estas especies son capaces de oxidar agua y reducir NADP+ en los dos extremos de un 
intervalo electroquímico accesible in vivo (Schubert et al, 1998). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El comienzo de los estudios sobre la fotosíntesis data del s. XVIII, cuando J. Priestley 
descubrió el oxígeno (http://www.brlsi.org/notable/Priestley.htm). Desde entonces, el estudio 
de la fotosíntesis ha sido un campo muy atractivo científicamente como se refleja, por ejemplo, 
en el gran número de premios Nobel concedidos en relación con este proceso, entre los que 
destacamos las distinciones en química de R.M. Wilstatter (1915), por su investigación en 
clorofilas y otros pigmentos; M. Calvin (1961), por sus estudios en la asimilación del CO2 en la 
fotosíntesis; P. Mitchell (1978), por la teoría quimiosmótica; J. Deinsenhofer, R. Huber & H. 
Michel (1988), por la resolución de la estructura tridimensional del RC de una bacteria por 
ARQUEA
EUCARIOTA
Algas eucarióticas y 
plantas verdes
Tipo I 
de RC
Tipo II 
de RC
Bacterias verdes 
del azufre
HeliobacteriasBacterias 
rojas
Bacterias 
verdes 
filamentosas
PSII PSI
CianobacteriaFOTOSÍNTESIS 
OXIGÉNICA
FOTOSÍNTESIS 
ANOXIGÉNICA
BACTERIA
Endosimbiosis
Figura 1. Visión general de la distribución de centros de reacción (RC) fotosintéticos conocidos entre la 
familia de bacterias y plantas verdes. Los organismos de fotosíntesis anoxigénica sólo poseen un RC 
mientras que los de fotosíntesis oxigénica poseen dos RC (PSI y PSII). 
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cristalografía de rayos-X; P.D. Boyer, J.E. Walker & J.C. Skou (1997), por sus experiencias en el 
enzima ATP-sintasa (http://www.nobel.se/).  
Uno de los proyectos de investigación actualmente más ambiciosos es la fotosíntesis 
artificial, que busca mimetizar los procesos que ocurren en la fotosíntesis (Hammarstrom et al, 
2001) (Guldi, 2002) (Dasse et al, 2003). Estos proyectos de investigación tienen un número 
elevado de aplicaciones entre las que destacamos: en fuente alternativa de energía, ya que es 
limpia y barata, pues se obtiene oxígeno molecular como subproducto y sólo se necesita agua y 
luz; en agricultura, ya que el conocimiento molecular del proceso permitiría adaptar las plantas a 
necesidades específicas, como pueden ser la resistencia a herbicidas o un crecimiento más 
eficiente; en electrónica molecular, para construir circuitos átomo a átomo, que serían circuitos 
muy rápidos ya que el proceso de la fotosíntesis es uno de los procesos más rápidos que se 
conocen y con un menor consumo, etc.  
 Por tanto, es necesario un conocimiento completo de este antiquísimo proceso, que "se 
inventó" hace ya más de 3000 millones de años (Blankenship & Hartman, 1998) y es absolutamente 
imprescindible para nuestra subsistencia, en lo que concierne a su función y componentes 
estructurales, cuyos resultados tendrán aplicabilidad tanto en lo referente al campo de 
investigación básica como en investigación aplicada. 
 
2. Aparato fotosintético en plantas 
 
2.1. Cloroplastos. 
 
Los cloroplastos (Figura 2A) son los orgánulos verdes en las plantas que contienen la maquinaria 
necesaria para realizar el proceso de la fotosíntesis. Además, los cloroplastos participan en la 
biosíntesis de aminoácidos, nucleótidos, lípidos y almidón. Estos orgánulos están separados del 
citoplasma por una doble membrana que encierra un compartimento fluido denominado estroma; 
poseen, además, un tercer tipo de membrana muy especializada llamada tilacoide donde se 
sitúan las proteínas y los pigmentos (clorofilas y carotenoides) responsables de la conocida 
tradicionalmente como fase luminosa de la fotosíntesis. Los tilacoides se apilan en forma de 
sacos formando lo que se llama grana. Los grana están conectados por membrana tilacoidal no 
apilada que se denomina lamela del estroma. La membrana del tilacoide encierra otro 
compartimento fluido llamado lumen (Figura 2B) (Alberts et al, 2002).  
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Hace tres décadas que se descubrió el DNA de los cloroplastos (cpDNA) (Sugiura, 1995). 
Desde entonces existe un gran interés en conocer su origen y evolución. La teoría 
endosimbiótica es desde los años setenta el modelo más adecuado para explicar la aparición de 
estos orgánulos. Esta teoría de evolución de los cloroplastos propone que un procariota 
fotosintético "quedó sumergido" bajo un hospedador eucariótico para producir una célula 
eucariótica fotosintética (Gray, 1999) (Raven & Allen, 2003). Así, los cloroplastos parecen ser el 
resultado directo de una endosimbiosis procariota-eucariota (Figura 3), que incluye una 
cianobacteria autótrofa endosimbionte y un huésped heterótrofo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La mayoría de los genes identificados en el genoma del plastidio (plastoma) codifican 
proteínas involucradas en fotosíntesis y en la regulación de la expresión de genes. Los cpDNA 
contienen entre 30-36 genes de RNA y unos 60 genes que codifican proteínas. Sin embargo, el 
número de proteínas estimadas en Arabidopsis que están presentes en el cloroplasto es de unas 
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Pared 
ce lu lar
Perox isoma
Retículo 
endop lasmático 
liso
Retículo 
endop lasmático 
rugoso
Aparato de Golg i
R ibosomas
C loroplasto
M icrof ilam entos
M icrotúbu los
M itocondria
Tonoplasto
N ucleo lo
Cromatina
M embrana 
nuclear
N úc leo
Vacuo la centra l
P lasmodesmo
Espacio 
intermembrana
Grana
Estroma Tilacoide Lumen
Membrana 
interna
Membrana 
externa
Figura 2. (A) Dibujo de una célula típica de 
planta, formada por una pared celular rígida y 
una gran vacuola central. (B) Dibujo de un 
cloroplasto, formado por tres membranas, 
externa, interna y del tilacoide, que definen 
tres compartimentos internos que son el 
espacio intermembrana, estroma y lumen. Los 
cloroplastos tienen su propio sistema genético 
(Tomado de Addison Wesley Longman, Inc) 
A 
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5000. La diferencia entre el número de genes que codifica el cloroplasto y el número de 
proteínas que contiene se explica por una transferencia de genes al núcleo. Durante la evolución, 
los cloroplastos exportaron genes al núcleo pero importan los productos con la ayuda de un 
péptido de tránsito y una maquinaria de transporte de proteínas, de manera que estos orgánulos 
retienen la mayoría de las proteínas pero no los genes (Sugiura, 1995) (Schnell, 2000). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2. Membrana fotosintética en plantas. 
 
2.2.1. Tilacoides. 
 
Los tilacoides son la estructura dominante dentro de los cloroplastos maduros. La membrana 
tilacoidal (o membrana fotosintética) es única entre las membranas biológicas tanto en 
estructura, por su inusual morfología en forma de sacos, como en su composición lipídica, con una 
mayor proporción de galactolípidos que de fosfolípidos (Staehelin, 1996). Es probablemente la 
más compleja de todas las membranas pues tiene que llevar a cabo muchas reacciones 
bioquímicas que han de ser reguladas en respuesta a grandes cambios de temperatura y luz. 
Además, debe hacer frente al efecto destructivo de la luz y al estrés oxidativo, y repararse 
constantemente (Baker et al, 1988) (Mendez-Alvarez et al, 1999) (Vothknecht & Westhoff, 2001).  
 La principal función de los tilacoides es transformar la energía de la luz en energía 
química en forma de ATP y NADPH. Durante este proceso, altamente endergónico, el agua se 
Endosimbiosis 
primariaCianobacteria
Endosimbiosis 
secundaria
Figura 3. Teoría endosimbiótica del cloroplasto. Después de la primera incorporación endosimbiótica de 
una cianobacteria para formar el primer cloroplasto (verde), muchos de sus genes se transfirieron al 
núcleo del hospedador. Tras esto, las plantas ancestrales se diversificaron para formar plantas verdes, 
algas rojas y glaucofitas. Además se formaron algas más complejas por endosimbiosis secundarias 
independientes a partir de algas verdes o rojas, tras lo cual muchos o casi todos los genes de proteínas se 
transfirieron desde el alga al núcleo del hospedador secundario.  
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oxida a una molécula de dioxígeno. Por ello, las membranas tilacoidales contienen un conjunto 
organizado de complejos multienzimáticos, constituidos principalmente por subunidades 
intrínsecas de membrana y también por proteínas periféricas solubles, que funcionan 
cooperativamente y permiten acoplar la fotooxidación del agua con el transporte de electrones 
y la quimiosmosis (Nugent, 1996) (Choquet & Vallon, 2000). Se distinguen en la membrana 
tilacoidal cuatro grandes complejos multienzimáticos: el PSI, el PSII, el complejo del citocromo 
b6f y el complejo ATP-sintasa (Figura 4). Estos complejos proteicos contienen subunidades de 
doble origen genético: algunas subunidades se sintetizan en el citoplasma de la célula a partir de 
DNA nuclear y son importadas al cloroplasto y transportadas a la membrana del tilacoide; otras 
son sintetizadas por los ribosomas unidos al tilacoide a partir del DNA del cloroplasto 
(Herrmann, 1999) (Choquet & Vallon, 2000). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La membrana tilacoidal presenta asimetría, tanto a lo largo de la membrana (lamela del 
estroma y grana) como lateral (terminal, marginal y central), por lo que se pueden distinguir 
varios dominios con diferente composición química y función (Figura 5A). La cantidad relativa de 
lamela del estroma es aproximadamente de un 20%, independientemente del tamaño de los 
grana. La relación proteína:clorofila es mayor en la lamela del estroma que en los grana y se 
PSII PSI ATPasa
Cit b6f
Estroma
Lumen
Figura 4. Proceso de cadena de transporte de electrones y quimiosmosis de la fotosíntesis. En este 
proceso intervienen cuatro complejos proteicos cuyas subunidades son de doble origen genético: las de 
color oscuro se sintetizan en el núcleo y son transportadas al cloroplasto por un péptido señal y las de 
color claro son sintetizadas en el cloroplasto. Durante el transporte de electrones, inducido por la luz, 
entre PSII-citb6f-PSI, se establece un gradiente de pH entre el estroma y el lumen, formándose NADPH 
y ATP. Estas moléculas pasan a la fase denominada tradicionalmente como oscura para sintetizar 
compuestos orgánicos ricos en energía a partir del CO2 (Tomado de Choquet & Vallon, 2000). 
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estima que sólo el 16-18% de la clorofila está localizado en la lamela del estroma. El resto, 82-
84%, se encontraría en los grana. Estos valores se han confirmado por microscopía confocal 
sugiriendo que ambos fotosistemas (PSI y PSII) se encuentran en mayor proporción en los 
grana. Se ha determinado la distribución de los pigmentos de clorofila y carotenoides entre PSI 
y PSII y se ha comprobado que PSI tiene entre un 14-20% más que PSII. Esto da una idea de la 
distribución de la luz absorbida por cada fotosistema: un 59% para PSI y un 41% para PSII. En 
condiciones limitantes de luz, la relación entre PSI y PSII, con respecto a la capacidad del 
transporte de electrones, es de 1.4 sugiriendo que este exceso en la capacidad de PSI se utiliza 
en el transporte cíclico de electrones. Con todo esto, se ha propuesto un modelo en el que el 
transporte lineal de electrones ocurre en los grana donde el PSII, localizado en el centro de los 
grana, coopera con el PSI en el margen (Figura 5B). Estos PSI forman un anillo alrededor del 
corazón de los grana permitiendo el contacto de gran parte del PSII con el PSI. La lamela del 
estroma lleva a cabo el transporte cíclico de electrones que se acopla a la síntesis de ATP 
(Albertsson, 2001) (Danielsson et al, 2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2.2. Lumen. 
 
La superficie interna de la membrana del tilacoide encierra el lumen, un compartimento 
estrecho y continuo. Estudios por microscopía electrónica sugieren que el lumen es un espacio 
densamente empaquetado y se estima que contiene entre 80-100 proteínas (Kieselbach & 
Schröder, 2003). Algunas de éstas ya se han identificado e incluyen proteínas tales como 
Membrana terminal
Margen
Lamela estroma
Membranas 
prensadas
LumenGranum
PSIα
PSIIα
ATP 
sintasa
Cit b6f
PSIβ
PSIIβ
Plastocianina
Ferredoxina
NAD(P)H-PQ 
ox-red
( ) ( )
Figura 5. (A) Diferentes dominios de la membrana fotosintética. Se muestra un granum conectado a la 
lamela del estroma. Los dominios prensados se distinguen de los dominios expuestos al estroma (márgenes), 
la membrana terminal y la lamela del estroma. (B) Modelo del sistema de membrana del tilacoide. El 
transporte lineal de electrones ocurre en los grana donde las unidades PSIIα, en el dominio central 
prensado, cooperan con el PSIα del margen. El transporte cíclico de electrones alrededor del PSIβ ocurre 
en la lamela del estroma donde también se localizan el PSIIβ y NAD(P)H-plastoquinona oxidorreductasa. 
Ambos fotosistemas en los grana tienen un tamaño mayor de antena que en la lamela del estroma (Tomado 
de Albertsson, 2001). 
A B 
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polifenol oxidasa, violanxatina de-epoxidasa, proteasa del extremo carboxi-terminal de la 
proteína D1, plastocianina, proteínas extrínsecas de los fotosistemas como PsbQ, PsbP, PsbO, 
PsbT, PsaN, etc., todas ellas codificadas por genes del núcleo. 
El lumen es un compartimento clave para establecer la fuerza protón-motriz que 
conduce a la síntesis de ATP. Interviene en el tráfico de iones, cloruro y calcio del estroma al 
lumen e iones magnesio del lumen al estroma, para conseguir el balance de carga durante la 
formación del gradiente de protones. Además, participa en la iniciación del proceso de inhibición 
de la fotosíntesis (Schubert et al, 2002). Un pH del lumen excesivamente bajo puede conducir a 
la destrucción de algunos componentes del lumen y aumentar la vulnerabilidad del aparato 
fotosintético a la fotoinhibición. Así, la fotosíntesis en plantas se regula de manera que el pH 
del lumen se mantenga entre 5.8 y 6.5. En condiciones de estrés fisiológico, el pH del lumen 
puede descender por debajo de 5, contribuyendo posiblemente a la fotoinhibición (Kramer et al, 
1999).  
Además de esta función bioenergética, recientemente se ha propuesto que este 
compartimento pueda tener también una función metabólica y reguladora ya que se han 
encontrado procesos dependientes de nucleótidos. Sin embargo, aún no se ha detectado la 
presencia de nucleótidos en este compartimento (Spetea et al, 2004). 
 
2.3. Fotosistema II. 
 
El PSII es un complejo proteína-pigmento localizado en la membrana tilacoidal de todos los 
organismos oxi-fotosintéticos (plantas, algas y cianobacterias). En este complejo 
multienzimático, único entre los centros de reacción fotosintéticos, tiene lugar el proceso de 
oxidación del agua, mediante un mecanismo de pasos múltiples inducido por la luz, dando lugar a 
la formación de oxígeno molecular como subproducto (Rhee, 2001) (Goussias et al, 2002). Durante 
las últimas décadas se han realizado numerosos esfuerzos para conocer tanto los mecanismos 
moleculares de las reacciones (foto)químicas del PSII como la disposición, localización y 
ensamblaje de todos los constituyentes: proteínas, pigmentos e iones. En los años setenta y 
ochenta, el conocimiento de la fotoquímica del PSII progresó rápidamente gracias a la 
espectroscopía resuelta en el tiempo en la escala del picosegundo y femtosegundo. Sin embargo, 
hasta hace pocos años no se disponía de ninguna estructura del PSII a alta/media resolución, 
sino sólo de modelos basados en las similitudes entre la estructura 3D del RC de bacterias rojas 
y el RC del PSII, lo que permitió un conocimiento aproximado de la estructura y fotoquímica del 
PSII, sobre todo en su lado aceptor (Svensson et al, 1996); además, el progreso de la técnica de 
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microscopía electrónica proporcionó durante muchos años valiosa información estructural del 
PSII (Bumba & Vacha, 2003). Recientemente, el grupo de Ferreira et al (2004), ha resuelto la 
estructura del PSII por difracción de rayos-X a 3.5 Å en la especie Thermosynechococcus 
elongatus, que mejora notablemente los encomiables resultados obtenidos también por 
difracción de rayos-X por los grupos de  Zouni et al  (2001) y Kamiya & Shen (2003), a 3.8 Å y 
3.7 Å, respectivamente. Estos estudios han identificado y localizado inequívocamente a la 
mayoría de los componentes del PSII y ha descifrado la enigmática estructura del sistema 
catalítico de fotolisis del agua. Pese a que la topología y los mecanismos globales de actuación 
del RC del PSII son similares en plantas, algas y cianobacterias, existen diferencias importantes 
en lo relativo a las subunidades menores, sistema de captura externa de la luz y composición de 
las proteínas extrínsecas (Seidler, 1996) (Barber & Nield, 2002) (Barber, 2003) (De Las Rivas et al, 
2004). 
 
2.3.1. Composición proteica del PSII. 
 
El PSII de plantas verdes (plantas superiores y algas verdes) contiene aproximadamente 20 
subunidades proteicas, conocidas como PsbA-Z, en función del nombre de los genes que las 
codifican (Tabla I), además de un conjunto de cofactores como son las clorofilas (Chl), 
feofitinas (Phe), carotenoides, hierro, plastoquinonas, complejo de iones Mn (Mn4) y los iones 
Ca2+, Cl- y HCO-3. La masa molecular aproximada del PSII es de 320 kDa y se encuentra 
fisiológicamente en forma de dímero (Hankamer et al, 2001b). La mayoría de las proteínas del 
PSII son intrínsecas de membrana, con una estimación total de unas 35 hélices transmembrana 
(Figura 6).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Representación del PSII en 
plantas superiores y algas verdes donde 
se indica su composición proteica, la 
distribución de sus subunidades y las 
reacciones bioquímicas inducidas por 
luz que conducen a una oxidación del 
agua con posterior formación de 
oxígeno molecular (Tomado de Barber, 
2003). 
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En el núcleo de este complejo multienzimático se encuentra el RC que lo componen las 
proteínas D1 (PsbA) y D2 (PsbD). Estas dos proteínas unen los cofactores, 6 Chl, 2 Phe, QA, QB, 
YZ, YD, Fe no hemínico y Mn, que intervienen en los procesos primarios y secundarios de 
transferencia de electrones (Rutherford & Faller, 2003).  
Alrededor de las proteínas D1 y D2 se encuentran otras subunidades de PSII. Entre 
éstas se incluyen las proteínas que unen clorofila a, CP47 (PsbB) y CP43 (PsbC), las cuales actúan 
como antenas internas de captura de la luz que transfiere energía de excitación al RC, y las 
proteínas extrínsecas del lumen unidas a la membrana (Barber et al, 2000). Además, en el PSII 
hay un gran número de proteínas intrínsecas de baja masa molecular (3-6 kDa), con función 
específica no totalmente conocida (Shi & Schröder, 2004). También aparece un citocromo, el 
b559, un heterodímero formado por las subunidades, α (PsbE) y β (PsbF), que forma parte del 
complejo mínimo de PSII requerido para el proceso de separación de carga primaria. Aunque es 
una proteína con actividad redox no participa en los procesos primarios de transferencia de 
electrones. No se conoce aún su función fisiológica específica pero es un componente esencial en 
el PSII que parece formar parte del mecanismo de transporte de electrones en situaciones de 
estrés (Stewart & Brudvig, 1998). 
 
 
Tabla I. Composición proteica del PSII. a) Nombre de la subunidad según el nombre del gen que la codifica: (cp) 
gen del DNA del cloroplasto, (n) gen de origen nuclear en plantas. b) Masa molecular de la proteína calculada en 
Spinacia oleracea; *para PsbX la masa molecular corresponde a Arabidopsis thaliana. c) Función asignada a cada 
proteína (Hankamer et al, 2001a) (Suorsa et al, 2004) (Ohad et al, 2004) (Ferreira et al, 2004) (Shi & 
Schröder, 2004). 
 
 
Subunidad (a) 
 
Mm (b) 
 
FUNCIÓN (c) 
PsbA(cp) 38.8 Centro de reacción D1. Contiene la YZ y une los cofactores P680, Chlz
(D1), Phe (D1), QB. Aporta ligandos al complejo de iones de Mn. 
PsbB(cp) 56.1 Subunidad CP47. Une 17 clorofilas y cataliza el proceso fotoquímico
primario del PSII. Actúa como antena interna. 
PsbC(cp) 51.8 Subunidad CP43. Une 13 clorofilas y cataliza el proceso fotoquímico
primario del PSII. Actúa como antena interna. Coordina a un ion Mn. 
PsbD(cp) 39.4 Centro de reacción D2. Contiene la YD y une los cofactores P680, Chlz
(D2), Phe (D2), QA. 
PsbE(cp) 9.2 Subunidad α del citocromo b559. Está asociado al RC; desempeña un
papel importante en la protección del PSII en condiciones de
fotoinhibición. Su ausencia impide la formación del núcleo central del
PSII y afecta a la unión de las proteínas extrínsecas. Une el grupo
hemo. 
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Subunidad (a) 
 
Mm (b) 
 
FUNCIÓN (c) 
PsbF(cp) 4.4 Subunidad β del citocromo b559. Está asociado al RC; desempeña un
papel importante en la protección del PSII en condiciones de
fotoinhibición. Su ausencia impide la formación del núcleo central del
PSII y afecta a la unión de las proteínas extrínsecas. 
PsbH(cp) 7.6 Podría tener una función reguladora en la transferencia de electrones
entre QA  y QB 
PsbI(cp) 4.2 Parece que estabiliza las clorofilas periféricas de la subunidad D1. 
PsbJ(cp) 4.1 En su ausencia, no se pueden formar los supercomplejos PSII-LHCII;
afecta a la unión de las proteínas extrínsecas al PSII. Podría facilitar
la unión de los carotenos al PSII. Optimiza el transporte de
electrones entre QA  y QB. 
PsbK(cp) 6.7 Importante para el ensamblaje y estabilidad del PSII. Podría facilitar
la unión de los carotenos al PSII. 
PsbL(cp) 4.4 Parece estar relacionada con el funcionamiento normal de QA (parece
evitar el retorno de electrones desde QBH2 a QA) y es necesaria para
la oxidación de Yz por P680+. En su ausencia no se pueden formar los
dímeros de PSII ni los supercomplejos PSII-LHCII; además, la unión
del CP43 al RC es muy lábil y afecta a la unión de las proteínas
extrínsecas. 
PsbM (cp) 3.8 Función no conocida. Parece ser importante para la formación de
dímeros del PSII. 
PsbN (cp) 4.7 Función no conocida. Podría facilitar la unión de los carotenos al PSII. 
PsbO (n) 26.5 Proteína extrínseca (véase apartado 2.4) 
PsbP (n) 20 Proteína extrínseca (véase apartado 2.4) 
PsbQ (n) 17 Proteína extrínseca (véase apartado 2.4) 
PsbR (n) 10.2 Función no conocida. Podría actuar como proteína de unión de las
proteínas extrínsecas con el PSII. 
PsbTn (n) 3.0 Función no conocida. 
PsbTc (cp) 3.8 Esencial para mantener la actividad fotosintética bajo condiciones
adversas de crecimiento. Parece ser importante para la formación de
dímeros del PSII. 
PsbW (n) 14.2 Se degrada en las mismas condiciones en que lo hace D1. Sólo se une a
dímeros de PSII y no a monómeros, pof lo que se ha sugerido que
participe en el ensamblaje del PSII.  
PsbX (n) 11* Puede estar relacionada con QA y QB. Parece estabilizar las clorofilas
periféricas de la subunidad D2. 
PsbY (cp) 20.6 Parece que no tiene un papel esencial en la fotosíntesis 
PsbZ (n) 6.6 Parece que interviene en la interacción entre el PSII y el sistema de
antenas externas. Podría facilitar la unión de los carotenos al PSII. 
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Como en otros RC, el PSII contiene un sistema de captura de luz (antenas externas) que 
transfiere energía al RC, como resultado de la absorción de fotones. Este sistema de captura 
externa de la luz está formado por un conjunto de seis proteínas de membrana conocidas como 
Lhcb1-6, nomenclatura que igualmente hace referencia al nombre de los genes que las codifican. 
Estas proteínas unen clorofila a, clorofila b y carotenoides (proteínas CAB) constituyendo lo que 
se llama el LHCII (“Light-harvesting complex del PSII”) (Horton et al, 1996). El sistema formado 
por el PSII y el sistema de captura externa de luz se conoce como PSII-LHCII. Se ha 
comprobado que Lhcb1, 2 y 3 forman un heterotrímero mientras que las otros tres (también 
llamados CP29, CP26 y CP24) forman monómeros que facilitarían la formación de la estructura 
del PSII-LHCII (Wentworth et al, 2004) (Liu et al, 2004). Estas proteínas de la antena externa 
interaccionan con el PSII formando una red de pigmentos acoplados. Además, la proteína 
llamada PsbS también podría formar parte de este sistema de captura de luz (Funk et al, 1994), 
con una función esencial en la desexcitación (Li et al, 2000). En el caso de cianobacterias y algas 
rojas, las antenas externas tienen una disposición distinta y están formadas por un sistema de 
antena diferente conocido como ficobilisomas compuestos por ficobiliproteínas solubles que 
unen covalentemente cadenas tetrapirrólicas abiertas y están unidos a la cara del estroma del 
RC (Glazer, 1994). Otro tipo de antenas se encuentra en las oxi-fotobacterias verdes, que no 
tienen ficobilisomas sino un derivado divinilo de clorofila a y de clorofila b (Partensky et al, 1999) 
(Ting et al, 2002). 
 
2.3.2. Reacciones fotoquímicas en el PSII. 
 
En el centro de reacción del PSII se localizan un grupo de clorofilas a que absorben 
aproximadamente a 680 nm y son conocidas como P680 (Figura 6). Este conjunto de clorofilas 
actúa como trampa de energía ya que capturan toda la energía de excitación que llega al RC 
procedente de las antenas. La absorción de esta energía provoca que estas clorofilas se exciten 
a su primer estado singlete excitado y en pocos picosegundos donen el electrón a una molécula 
de Phe a formando el par radical P680•+ Phe•-. En unos cientos de picosegundos Phe•- cede un 
electrón a una molécula de plastoquinona (QA), que se encuentra estrechamente unida a la 
subunidad D2; mientras, P680•+, con un alto potencial redox (>1 v), oxida en nanosegundos a una 
tirosina activa (Yz) que se encuentra en la posición 161 de la proteína D1 (Thermosynechococcus 
elongatus), formándose el complejo Yz•+P680PheQA-. En microsegundos, QA- reduce a una segunda 
plastoquinona, QB, y Yz•+ es reducida por el complejo de iones de manganeso (Mn4) que se 
encuentra localizado en la superficie del PSII orientada hacia el lumen. Estas reacciones crean 
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una separación estable de carga a través de la membrana del tilacoide, con los donadores de 
electrones (P680, YZ y Mn4) y los aceptores de electrones (Phe, QA y QB) localizados en las 
superficies orientadas hacia el lumen y el estroma del tilacoide, respectivamente. Una vez que 
QB ha aceptado dos electrones, tras dos periodos fotoquímicos, esta plastoquinona reducida 
(QB=) es protonada (QBH2), separándose de la proteína D1 y reemplazándose por una molécula de 
plastoquinona QB que se encuentran en la matriz lipídica de la membrana (Figura 6). 
Posteriormente, QBH2 será oxidada por el PSI a través del citocromo b6f. Este proceso 
fotoquímico ocurre cuatro veces consecutivas y así se almacenan en el complejo Mn4 cuatro 
equivalentes de oxidación, pasando el manganeso de modo cíclico por una serie de cinco estados 
Sn (n=0-4), siendo S0 el estado más reducido. A este proceso se le conoce como ciclo de 
estados-S o ciclo de Kok (Kok et al, 1970). De este modo, en cuatro pasos consecutivos de 
oxidación, se generan una molécula de oxígeno y cuatro protones, que se transfieren al lumen, 
por cada dos moléculas de agua (Figura 7) (Goussias et al, 2002) (Barber, 2003). Para que este 
proceso redox tenga lugar es necesaria la presencia de los cofactores no-redox inorgánicos Ca2+ 
Cl- y HCO3- (Debus, 1992) (Goussias et al, 2002). A este complejo donde ocurre la oxidación del 
agua, formado por el complejo de los cuatro iones de manganeso junto con Yz y los cofactores 
Ca2+ y Cl-, se le conoce como sistema fotolítico del agua u OEC ("Oxygen-evolving complex"). 
Ningún otro ion puede funcionalmente reemplazar a los iones Mn en el OEC (Ananyev et al, 1998). 
Se han realizado grandes esfuerzos para conocer químicamente la reacción de oxidación del 
agua en el PSII pero, pese a la gran contribución por parte de muchos autores, el mecanismo de 
formación de oxígeno aún no es del todo conocido (Vrettos et al, 2001a) (Barber, 2003). La 
reciente resolución del OEC a 3.5 Å ha sido imprescindible para el conocimiento de la geometría 
nuclear del cluster de iones de Mn y su entorno, como prerrequisito esencial para el 
conocimiento del mecanismo de oxidación del agua (Ferreira et al, 2004).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Ciclo de estados-S propuesto 
inicialmente por Kok et al (Kok et al, 
1970), en el que se incluyen las 
modificaciones del grupo de Babcock 
(Tommos et al, 2000). En este esquema se 
muestra que cada paso fotoinducido en el 
ciclo de estados S (S0-S4) implica la 
sustracción concertada de un electrón y 
un protón de dos moléculas de agua 
unidas. Tomado de Barber, 2003. 
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2.3.3. Importancia del Ca2+, Cl– y HCO3- en la oxidación del agua. 
 
Los iones calcio y cloruro son cofactores esenciales en el OEC  para que ocurra la oxidación del 
agua y su eliminación provoca que el PSII sea más susceptible a la luz que aquellos que poseen un 
complejo de oxidación del agua activo (Ananyev et al, 2001) (Homann, 2002). La eliminación de Ca2+ 
del OEC por tratamientos con citrato a bajo pH se traduce en una pérdida de la actividad de 
formación de oxígeno, 75-80%, con respecto a la actividad de la muestra control. Su ausencia en 
el PSII provoca la formación de un estado S3 modificado y la inhibición de la transición S3 → S0 
(Adelroth et al, 1995) (Boussac et al, 1989). El PSII contiene dos sitios de unión a Ca2+, uno de 
alta afinidad y otro de baja afinidad (Adelroth et al, 1995). Otros estudios estiman un número 
diferente de sitios de unión de Ca2+ al PSII, que posiblemente refleja diferencias en las 
condiciones usadas en los ensayos y también podría reflejar diferencias en la afinidad del Ca2+ al 
PSII en condiciones de luz y de oscuridad (Vander Meulen et al, 2002). Uno de los sitios de unión, 
con función estructural, se ha localizado en el complejo antena LHCII; durante mucho tiempo se 
ha sugerido que el segundo sitio desempeña un papel funcional relacionado con el OEC, hipótesis 
que se ha confirmado recientemente con la estructura a 3.5 Å del PSII (Han & Katoh, 1993) 
(Jegerschöld et al, 2000) (Adelroth et al, 1995). Para una unión eficiente al PSII es necesaria la 
presencia de las proteínas extrínsecas y del complejo de iones de Mn; además depende del 
estado redox del complejo catalítico (Boussac & Rutherford, 1988) (Adelroth et al, 1995). Ningún 
otro ion en plantas puede sustituirlo, excepto el Sr2+ que es capaz de restaurar la actividad sólo 
parcialmente. Se ha propuesto que funcionalmente pueda actuar como un ácido débil de Lewis, 
uniendo una molécula de agua y preparando así su reactividad (Vrettos et al, 2001b). 
Además del calcio, el OEC necesita de cloruro para una actividad óptima. Se ha 
comprobado que el método de eliminación de Cl- del PSII puede alterar el PSII y, por tanto, a la 
interpretación de su función en el complejo (Olesen & Andreasson, 2003). En estudios donde se 
ha tratado el PSII con sulfato a pH básico para eliminar específicamente el ion Cl-, se ha 
demostrado que la presencia de este ion es necesaria para estabilizar los estados S2 y S3; el 
resto del ciclo de estados S del manganeso puede ocurrir sin su presencia (van Vliet & 
Rutherford, 1996). Este ion puede ser funcionalmente reemplazado por un pequeño número de 
cofactores inorgánicos como son Br-, NO3-, NO2- y I-, aunque sólo el Br- es capaz de restablecer 
la velocidad de oxidación del agua de manera comparable a la del Cl-. El hecho de que la afinidad 
de unión no dependa de la naturaleza del ion y solamente se vea afectada la velocidad de 
oxidación del agua hace suponer que dicho anión tiene influencia en la disminución de la energía 
de activación del paso final del mecanismo de oxidación del agua, que apoya la hipótesis de que el 
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Cl- pueda ser un ligando del complejo de Mn (Wincencjusz et al, 1999). En cambio, estudios donde 
su eliminación se ha llevado a cabo por diálisis proponen que, junto con cadenas laterales de 
residuos lisina con un pKa anormalmente bajo de 7.5, actuaría como monocarga negativa 
formando y manteniendo una red que facilitaría la transferencia de protones desde el complejo 
de iones de Mn al medio; la oxidación del agua se mantendría a altos niveles en ausencia de este 
ion (Olesen & Andreasson, 2003). Además, se le ha asignado un papel importante en procesos de 
fotoactivación (Rova et al, 1996) y se ha comprobado que el proceso de formación de peróxido y 
de radicales OH. durante la oxidación de agua está favorecido en el OEC en ausencia de este ion 
(Fine & Frasch, 1992) (Arato et al, 2004). 
La presencia de HCO3- es esencial para la máxima actividad del PSII y afecta tanto al 
lado aceptor, como ligando del Fe no-hemínico (Hienerwadel & Berthomieu, 1995) (Ferreira et al, 
2004), como al lado donador (Klimov & Baranov, 2001) (Kamiya & Shen, 2003). Se han sugerido 
algunas explicaciones para la necesidad de este compuesto en el lado donador como son: (1) 
servir como donador de electrones al OEC, como alternativa al agua o como una forma de 
involucrar moléculas de agua en las reacciones oxidativas; (2) facilitar el re-ensamblaje del OEC 
a partir de apo-OEC y Mn2+ debido a la formación de complejos con el manganeso que conducen a 
una mejor oxidación de este ion por el PSII; (3) ser componente integral del OEC esencial para 
su función y estabilidad, como posible ligando del complejo de Mn; (4) estabilizar el OEC por 
unión a otros componentes del PSII. Se ha propuesto que es importante en la protección del 
PSII frente a la fotoinhibición y termoinactivación (van Rensen et al, 1999). 
 
2.3.4. Estructura del PSII. 
 
En las estructuras obtenidas por cristalografía de rayos-X y microscopía electrónica (Zouni et 
al, 2001) (Kamiya & Shen, 2003) (Ferreira et al, 2004) (Bumba & Vacha, 2003), el PSII aparece 
como un homodímero relacionado por un eje no-cristalográfico de rotación local de tipo C2 
orientado perpendicularmente al plano de la membrana. Además, en el RC de cada monómero se 
identifica un pseudo eje C2 de simetría, que relaciona las hélices transmembrana del conjunto 
CP47/D1 y CP43/D2 (Figura 8). Esta organización estructural del RC del PSII es similar a la del 
RC del PSI con lo que se ha propuesta un origen evolutivo común entre ambos (Rhee et al, 1998) 
(Schubert et al, 1998). La estructura resuelta por Ferreira et al (Ferreira et al, 2004) muestra la 
localización de más del 90 % de los aminoácidos de las subunidades intrínsecas mayores y 
menores transmembrana, excepto PsbN, PsbW y PsbY, y la localización y orientación de la 
mayoría de los cofactores. Además, se consiguió una imagen completa de las proteínas 
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extrínsecas, en el lado del lumen, finalizando, por tanto, el debate mantenido con respecto a su 
estequiometría en relación con el PSII (1:1) (Leuschner & Bricker, 1996) (Hong et al, 2001) 
(Popelkova et al, 2003). Se pudo observar la singular disposición tipo cubano del OEC formado por 
el complejo Mn3Ca04 con cada ion metálico del complejo formando parte de tres puentes µ-oxo, 
conectado con el cuarto ion Mn por un puente tipo mono-µ-oxo (Figura 9). Los ligandos asociados 
a este complejo corresponden principalmente a las cadenas laterales de la proteína D1 y CP43. 
Aunque no se observa el ion Cl-, se sugiere que pueda formar parte del OEC. Además, se propone 
que una molécula de HCO-3 pueda formar un puente tridentado entre el cuarto ion Mn y el ion 
Ca2+ (Ferreira et al, 2004).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Estructura del PSII. (A) Dímero del PSII perpendicular a la membrana tilacoidal. (B) Vista del 
PSII a lo largo de la membrana, desde el lado del lumen. Las hélices se representan en forma de cilindro. 
Paleta de colores: D1-amarillo; D2-naranja; CP47-rojo; CP43-verde; citocromob559-rojo vino; PsbL, PsbM, 
PsbT-azul claro; PsbH, PsbI, PsbJ, PsbK, PsbX, PsbZ, (probable) PsbN-gris; PsbO- azul oscuro, PsbU-
magenta; PsbV-ciano. Tomado de Ferreira et al, 2004. 
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2.4. Proteínas extrínsecas del PSII. 
 
La composición de las proteínas extrínsecas en el lado del lumen del PSII no se conserva entre 
los diferentes organismos oxi-fotosintéticos (plantas, algas y cianobacterias), aunque en su 
conjunto estas subunidades están funcionalmente relacionadas (Seidler, 1996) (Enami et al, 1998) 
(De Las Rivas et al, 2004). La proteína PsbO es la única que es común en todos los PSII. Esta 
subunidad es totalmente intercambiable en cuanto a su unión al PSII entre diferentes 
organismos aunque se aprecian diferencias funcionales respecto a la formación de oxígeno 
(Enami et al, 2000), lo que posiblemente refleja la diferencia en composición de las otras 
subunidades extrínsecas. Estas subunidades vecinas de PsbO en cianobacterias y algas rojas son 
las proteínas PsbV (citocromo c-550) y PsbU, mientras que en plantas superiores y algas verdes 
son PsbP y PsbQ, sin homología de secuencia a las anteriormente citadas; además, en algas rojas 
aparece una cuarta proteína peculiar de 20 kDa, con similitud de secuencia a PsbQ (Ohta et al, 
2003). A pesar de esta diferencia en composición de proteínas extrínsecas, el conjunto de 
proteínas intrínsecas de membrana y los cofactores asociados del PSII se conserva en 
secuencia y localización en todos los organismos oxi-fotosintéticos. En plantas verdes y algas 
rojas, la localización y la función de las proteínas extrínsecas no son conocidas aunque están 
íntimamente asociadas entre ellas (Enami et al, 1990). Son necesarias para un funcionamiento 
Figura 9. Estructura del OEC. (A) Vista general del OEC, con forma de tipo cubano. (B) Vista esquemática 
del OEC donde se muestran los ligandos a los iones inorgánicos. Los residuos de D1, D2 y CP43 se muestran 
en amarillo, naranja y verde, respectivamente. X1, X21 y X22 son posibles posiciones de unión del agua. 
Posibles moléculas de agua, no visibles a la actual resolución, se indican como W. Posibles puentes de 
hidrógeno se muestran como líneas punteadas azules. Además, se muestra un camino hidrofílico entre el 
sitio activo y el lumen (flecha azul). Tomado de Ferreira et al, 2004. 
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eficiente y una estabilidad óptima del OEC y, junto con las regiones expuestas al lumen de las 
proteínas D1, D2, CP43 y CP47, formarían una barrera física que separaría al OEC del lumen. 
Ninguna de estas subunidades extrínsecas está asociada directamente al complejo de iones de 
manganeso (Gregor & Britt, 2000) (Ferreira et al, 04).  
Como se ha comentado, en plantas verdes las proteínas extrínsecas son PsbO, PsbP y 
PsbQ. Se ha propuesto que los productos de los genes psbR y psbTn también pueden formar 
parte de la composición de extrínsecas en plantas superiores (Ljungberg et al, 1986) (Kapazoglou 
et al, 1995), aunque se conoce muy poco acerca de estas proteínas. Se ha comprobado que las 
tres proteínas extrínsecas mayores (PsbO, PsbP y PsbQ) están relacionadas con la unión y 
velocidad de intercambio de Ca2+ y Cl- al PSII (Miyao & Murata, 1985). Los genes de estas tres 
proteínas, psbO, psbP y psbQ, pertenecen al genoma nuclear. Se sintetizan en el citoplasma y 
deben ser importadas al cloroplasto y transportadas a través del tilacoide. La secuencia señal, o 
péptido de tránsito, de estas proteínas tiene la característica de tener dos dominios contiguos 
(Figura 10). La primera región es una secuencia señal de entrada al cloroplasto mientras que la 
segunda es una secuencia señal de entrada al lumen del tilacoide. El mecanismo de entrada al 
tilacoide para PsbP y PsbQ es distinto del de PsbO, aunque ambas secuencias señal se parecen a 
los péptidos señales de bacterias (dominio N-terminal cargado, dominio central hidrofóbico y 
dominio C-terminal polar) que dirigen proteínas hacia el periplasma. Para las dos primeras, PsbP y 
PsbQ, es un mecanismo denominado Tat que se caracteriza por un motivo de doble arginina 
antes de un dominio hidrofóbico. Este mecanismo no requiere de factores solubles ni ATP y 
recientemente se ha comprobado in vivo que tampoco es dependiente del gradiente de protones 
a través de la membrana del tilacoide. En el mecanismo Tat, las proteínas se transportan al 
interior del tilacoide completamente plegadas (Finazzi et al, 2003). En el caso de PsbO el 
mecanismo de importación de la proteína es de tipo Sec. Este mecanismo de entrada es 
dependiente de ATP, está facilitado por un gradiente de protones y las proteínas se transportan 
no plegadas (Robinson et al, 2000). 
Las tres proteínas tienen un comportamiento inusual, ya que no sólo existen unidas a la 
membrana del tilacoide sino que también existen en el lumen en un estado no ensamblado, en el 
cual tienen un tiempo de vida largo y son competentes para un nuevo ensamblaje (Schubert et al, 
2002). En condiciones de fotoinhibición se despegan de la membrana, siendo resistentes a la 
degradación proteolítica cuando están solubles en el lumen (Hashimoto et al, 1996). Estudios de 
disociación de estas proteínas del PSII en relación con el pH demuestran que el pH del lumen 
afecta a la unión de estas proteínas a la membrana, estando un 50 % disociadas tras 30 min de 
incubación a pH 3.6 (PsbO), 4.1 (PsbP) y 5.0 (PsbQ) (Shen & Inoue, 1991). 
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2.4.1. PsbO. 
 
Esta proteína en plantas verdes tiene una masa molecular teórica de 26.5 kDa aunque por 
experimentos de electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes se 
le asigna una masa molecular aparente de 33 kDa, por lo que también se le conoce con los 
nombres de 33 kDa, OEE1 (“Oxygen-evolving extrinsic protein 1”) u OEC33.  
La función que tradicionalmente se ha asignado a PsbO es la de estabilizar el complejo 
de iones manganeso y, por ello, se la conoce también como MSP (“Manganese-stabilizing 
protein”). La resolución del PSII a 3.5 Å ha permitido concluir que esta estabilización es 
indirecta, ya que realmente la proteína PsbO estabiliza la conformación del esqueleto 
polipeptídico del lazo AB y del extremo C-terminal de la proteína D1, que es la subunidad que 
proporciona mayor número de ligandos al OEC (Ferreira et al, 2004). El plegamiento de esta 
proteína determinado en Thermosynechococcus elongatus es de tipo barril-β de ocho hebras 
(Figura 11A); en la estructura resalta el gran lazo que conecta las hebras 5 y 6, que forma 
parte de un camino hidrofílico que conecta el OEC con el lumen (Ferreira et al, 2004). Por su 
homología con el resto de secuencias de la familia PsbO de los diferentes organismos oxi-
fotosintéticos (identidad de secuencia mayor de un 40%, excepto en Gloeobacter violaceus; 
Apéndice I) es muy probable que el núcleo estructural de la proteína sea similar en los 
diferentes PSII. A pesar de ser la más conservada entre las tres extrínsecas, parece que hay 
Figura 10. Transporte de las proteínas extrínsecas del PSII del citoplasma al lumen. La secuencia de 
estas proteínas tienen un doble péptido de tránsito. El primero les permite entrar al cloroplasto y el 
segundo atravesar la membrana fotosintética. En la figura se muestran dos mecanismos de incorporación 
al lumen: mecanismo Tat (e.g., PsbP y PsbQ) y mecanismo tipo-Sec (e.g., PsbO) que, a diferencia del 
anterior, es dependiente del gradiente de pH y de ATP. 
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∆pH
Pre-PsbQ
iPsbQ
iPsbO
Pre-PsbO
TILACOIDE
SecA
ATP
 
 
 
 
22 
Introducción 
diferencias entre organismos eucariotas y procariotas en la necesidad absoluta de esta 
subunidad para la oxidación del agua (Hillier et al, 2001). 
Se ha comprobado que PsbO es una proteína termoestable. Experiencias por 
microcalorimetría diferencial muestran un pico endotérmico relacionado con la desnaturalización 
de PsbO con una temperatura de transición de 63 ºC; además se observa una amplia transición 
entre 80 y 100 ºC, con un máximo a 97.5 ºC (Kruk et al, 2003). La primera transición es 
coherente con los resultados obtenidos por dicroísmo circular (Lydakis-Simantiris et al, 1999).  
En la estructura del PSII se comprueba que PsbO en cinaobacterias está localizada muy 
próxima a las subunidades intrínsecas D1 y CP47 y, en menor grado, en contacto con las 
subunidades D2 y CP43; sin embargo, en plantas verdes se ha propuesto que PsbO pueda adoptar 
una estructura más extendida, en mayor contacto con la subunidad CP43 (Henmi et al, 2003). 
Esta subunidad se puede eliminar del PSII de plantas por tratamientos con 0.8 M Tris-HCl pH 
8.4 ó 1 M CaCl2, sugiriéndose que en su asociación con el PSII están involucradas tanto 
interacciones electrostáticas como puentes de hidrógeno (Ono & Inoue, 1983). En ausencia de 
PsbO, es necesaria una alta concentración de iones Ca2+ y Cl- para mantener la estabilidad del 
complejo de iones de Mn (Bricker, 1992).  
 
 2.4.2. PsbP y PsbQ.  
 
Estas dos subunidades, presentes en plantas superiores y algas verdes, no afectan directamente 
a la estabilidad o actividad catalítica del OEC y están más relacionadas con la alta afinidad de 
retención de los iones Ca2+ y Cl- por el OEC. La presencia de estas proteínas disminuye la 
velocidad de intercambio de Ca2+ unido al PSII con el medio (Ghanotakis et al, 1984) (Miyao & 
Murata, 1984).  
Ambas proteínas se separan del PSII a altas fuerzas iónicas (1-2 M NaCl). En estas 
preparaciones, la velocidad de oxidación del agua disminuye hasta un 30 % con respecto al 
ensayo control con PSII intacto. La actividad se puede restaurar al reconstituir el PSII con 
estas subunidades en presencia de NaCl y bajas concentraciones de Ca2+ o incubando la muestra 
con concentraciones milimolares de Ca2+ y Cl- (Ghanotakis et al, 1984) (Seidler, 1996). Debido a 
esta dependencia de unión y separación con la fuerza iónica junto con estudios de digestión por 
proteasas y reacciones de entrecruzamiento, se ha propuesto que ambas proteínas puedan estar 
asociadas al PSII principalemente por fuerzas electrostáticas (Andersson et al, 1984) (Eaton-Rye 
& Murata, 1989) (Enami et al, 1989). 
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Existen diversas publicaciones que sugieren que estas proteínas tienen una función 
estructural respecto al PSII: (a) actúan de barrera y canal de accesibilidad al OEC del agua 
como sustrato (Hillier et al, 2001) y del oxígeno como producto (Anderson, 2001); (b) dificultan la 
entrada de agentes reductores exógenos, como son NH2OH e hidroquinona, que reducen al 
complejo de Mn y eliminan la capacidad de oxidación del agua (Vander Meulen et al, 2002); (c) 
intervienen en crear un medio adecuado, con una constante dieléctrica baja en el entorno del 
OEC necesario para la unión del Ca2+ (Vrettos et al, 2001b) y el Cl- (Wincencjusz et al, 1999); (d) 
afectan a las propiedades magnéticas del complejo de iones de manganeso, aunque parece que no 
se encuentran ligadas directamente al OEC (Campbell et al, 1998); (e) ayudan a mantener la 
posición de las proteínas antena periféricas y, especialmente, se encargan de que la proteína 
monomérica CP29 se encuentre en la posición adecuada para que haya una transferencia de 
energía óptima entre las antenas periféricas y el RC (Boekema et al, 2000). El estado de 
oxidación del citocromo b559 se ve afectado por la eliminación de estas proteínas (Larsson et al, 
1984). 
 
PsbP  
 
Esta proteína tiene una masa molecular de 20 kDa aunque estudios experimentales le asignan 
una masa molecular aparente de 23 kDa. Por ello, a esta proteína también se la conoce como 23 
kDa, OEE2 u OEC23. Es necesaria la presencia de la proteína PsbO para su unión; sin embargo, 
aún no se conoce si está unida directamente a PsbO o si ésta es sólo necesaria para crear el 
sitio de unión adecuado para PsbP, pues puede reternerse en la membrana cuando la proteína 
PsbO se elimina por un tratamiento suave con Tris o con urea (Seidler, 1996) (Andersson et al, 
1984). Recientemente se ha comprobado que la subunidad intrínseca PsbJ es necesaria para la 
unión de esta proteína al PSII (Hager et al, 2002) (Suorsa et al, 2004). 
La afinidad del ion cloruro al PSII disminuye en varios órdenes de magnitud cuando se 
elimina esta proteína extrínseca (Andersson et al, 1984) (Miyao & Murata, 1985). Además, la 
ausencia de esta subunidad (supresión del gen) hace que los mutantes sean más sensibles al daño 
por luz durante el proceso de fotoactivación (Rova et al, 1996). Por otra parte, esta subunidad 
formaría un entorno estructural adecuado para la retención de Ca2+, afectando directamente a 
la cinética de unión y disociación de este ion en el OEC (Ifuku & Sato, 2001). Se ha demostrado 
que los primeros 58 residuos, especialmente los 20 del N-terminal, son críticos para una 
efectiva unión del Ca2+ al PSII. En este papel parecen no intervenir los últimos residuos del C-
terminal que, sin embargo, son necesarios para un correcto plegamiento de la proteína (Roffey & 
 
 
 
 
24 
Introducción 
Theg, 1996). Además, esta región N-terminal, junto con otra aún no conocida, es fundamental 
para la unión de esta proteína al PSII, al menos en plantas superiores (Miyao et al, 1988). Se ha 
estudiado la estabilidad conformacional de esta proteína frente a la temperatura y presenta una 
temperatura máxima de desnaturalización (Tm) de 55 ºC, no observándose cambios 
conformacionales por debajo de 45 ºC (Zhang et al, 1998). Recientemente, se ha resuelto la 
estructura de PsbP por cristalografía de rayos-X a 1.6 Å de resolución. La estructura 3D 
obtenida corresponde a una proteína formada principalmente por hojas-β, con forma alabaeda 
(Figura 11B) (Ifuku et al, 2003) (Ifuku et al, 2004).  
 
PsbQ 
 
Su masa molecular teórica es de 17 kDa, que coincide con la estimada experimentalmente. Se 
refiere también a esta subunidad como 17 kDa (también 16 ó 18 kDa), OEE3 o OEC17 (o OEC16, 
OEC18). Su unión al PSII es de alguna manera diferente en plantas superiores y algas verdes ya 
que se ha comprobado que PsbQ de Chlamydomonas reinhardtii se une directamente al PSII, de 
manera independiente a las otras subunidades extrínsecas (Suzuki et al, 2003). En plantas 
superiores es necesaria la presencia de PsbP para la unión de esta proteína al PSII pero no se ha 
podido concluir si PsbQ se une directamente a PsbP o si se une a alguna subunidad intrínseca de 
PSII que ha sufrido algún cambio conformacional por influencia de PsbP (Miyao & Murata, 1983) 
(Miyao & Murata, 1985). Estudios mutacionales demuestran que los primeros 19 residuos del 
extremo N-terminal de la proteína PsbP no son imprescindibles para esta unión de PsbQ al PSII 
(Ifuku & Sato, 2002). Recientemente, al estudiar el ensamblaje de las subunidades del PSII en 
diversos mutantes, se ha sugerido que PsbQ se pueda unir al PSII de plantas superiores 
independientemente de PsbP, siendo necesaria sólo la presencia de las subunidades intrínsecas 
CP43 y PsbL (Suorsa et al, 2004); sin embargo, estos resultados no son consistentes con 
publicaciones anteriores donde se sugiere que en ausencia de PsbP la unión de PsbQ al PSII es 
totalmente inespecífica (Miyao et al, 1988).  
Esta proteína sufre proteolisis durante el proceso de purificación cuando la 
concentración de NaCl es inferior a 100 mM, dando lugar a un componente de menor masa 
molecular, que carece de una corta secuencia de la región N-terminal. La proteína PsbQ 
parcialmente degradada ha perdido la habilidad de asociarse al PSII por lo que se ha sugerido 
que este extremo pueda estar implicado en la unión de esta proteína al PSII (Kuwabara et al, 
1986); esta proteasa, sin embargo, no parece actuar sobre PsbQ in vivo ya que se ha comprobado 
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que PsbQ es estable frente a la degradación proteolítica cuando está soluble en el lumen 
(Kieselbach et al, 1998).  
Estudios de reconstitución parecen indicar que esta subunidad se encuentra más 
relacionada con la alta afinidad de unión del Cl- al PSII (Akabori et al, 1984). Sin embargo, 
pruebas recientes otorgan a PsbQ un papel más activo en relación con la retención de Ca2+ ya 
que su presencia permite recuperar la actividad de producción de oxígeno de un mutante de la 
proteína PsbP truncada en los primeros 19 residuos (OEC23 ∆19) (Adelroth et al, 1995) (Ifuku & 
Sato, 2001) (Ifuku & Sato, 2002). 
Aunque esta subunidad es propia de plantas superiores y algas verdes, en un estudio 
proteómico de preparaciones de PSII de la cianobacteria Synechocystis sp. PCC 6803 se ha 
identificado una nueva proteína, sll1638, con una similitud de secuencia a PsbQ bastante 
significativa (Kashino et al, 2002). Sin embargo, no se conoce qué relación tiene con el PSII ni 
qué posición ocupa. Además, recientemente se ha secuenciado por primera vez la cuarta 
proteína extrínseca presente en algas rojas, 20 KDa, cuya secuencia se ha relacionado con la 
proteína PsbQ (Ohta et al, 2003).  
Nada se conocía acerca de su estructura hasta finales del año 1999, cuando se publicó 
un estudio por FTIR en D2O en el que se determinó la composición de estructura secundaria de 
PsbQ a 25 ºC: 34 % de α-hélice, 28% de hoja-β, 6% de giros y 32 % de estructura desordenada 
(Zhang et al, 1999). En Septiembre de 2003, se publicó parte de su estructura tridimensional 
(residuos 46-149) obtenida por cristalografía de rayos-X (Calderone et al, 2003), mostrando un 
dominio estructural con plegamiento en forma de haz de cuatro α-hélices invertidas (Figura 
11C). Se ha comprobado que es estable por debajo de 60 ºC; a partir de esta temperatura 
ocurre una desnaturalización irreversible, debida a fenómenos de agregación (Zhang et al, 1999) 
 
2.4.3. Proteínas extrínsecas en otros organismos  
 
Aunque parece que, globalmente, la función de las proteínas extrínsecas en cianobacterias, oxi-
fotobacterias verdes y algas no verdes (PsbU, PsbV y 20 kDa) es similar a la de las proteínas 
PsbP y PsbQ en plantas verdes, se han encontrado algunas diferencias funcionales entre los dos 
conjuntos de proteínas que podría reflejar la diferente necesidad de los iones Ca2+ y Cl- en el 
PSII de cianobacterias y plantas superiores, ya que, por ejemplo, el efecto del Ca2+ en 
cianobacterias puede ser parcialmente reemplazado por otros cationes (e.g. Mg2+) que nunca 
serían efectivos en plantas superiores  (Debus, 1992) (Pauly et al, 1992) (Shen et al, 1998).  
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PsbU 
 
Esta subunidad de 9-12 kDa se encuentra asociada al PSII en cianobacterias en contacto 
directo con las otras dos proteínas extrínsecas, PsbO y PsbV (Wallace et al, 1989) (Ohta et al, 
1999) (Ferreira et al, 2004). En algas rojas, al igual que PsbV, necesita de la subunidad de 20 kDa 
para unirse al OEC. La resolución del PSII a 3.5 Å permitió la resolución de su estructura en 
cianobacterias, que adquiere un plegamiento principalmente formado por α-hélice (Figura 11E) 
(Ferreira et al, 2004). Realiza un papel fundamental en la protección del PSII frente al estrés 
por calor (Nishiyama et al, 1997). 
 
PsbV  
 
PsbV es un citocromo tipo c, con homología a la familia del citocromo c6 (Sawaya et al, 2001). 
También se conoce a esta subunidad como citocromo c550 o c549. Su grupo hemo es de bajo 
A B C 
D 
A C 
E D 
B 
Figura 11. Estructura 3D de las subunidades extrínsecas de los organismos oxi-fotosintéticos (no a 
escala) (A) PsbO de Thermosynechococcus elongatus (3.5 Å); código PDB: 1S5L, cadena O; (B) PsbP de 
Nicotiana tabacum (1.6 Å), código PDB: 1V2B; (C) PsbQ de Spinacia oleracea (1.95 Å); código PDB: 
1NZE; (D) PsbU de Thermosynechococcus elongatus (3.5 Å); código PDB: 1S5L, cadena U; (E) PsbV de 
Synechocystis sp. PCC 6803 (1.21 Å), código PDB: 1E29.  
A B C
D E
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potencial (E0pH 8.0 ≈ -240 mV) y no tiene función conocida (Navarro et al, 1995); se ha comprobado 
que este potencial varía según esté unido al PSII o esté soluble (Kerfeld et al, 2003). Esta 
subunidad pertenece al PSII de algas rojas y cianobacterias, y tiene una masa molecular que 
varía entre 15 y 20 kDa. De todas las subunidades extrínsecas, es la única cuyo gen en 
eucariotas se codifica en el cpDNA. En cianobacterias, su unión al PSII se favorece por la 
presencia de la proteína PsbO, aunque la resolución del PSII a 3.5 Å muestra que no hay 
contacto físico entre ellas (Ferreira et al, 2004); en algas rojas, en cambio, es necesaria la 
presencia de la proteína de 20 kDa para unirse a la membrana. Es una proteína con estructura 
mayoritariamente α-hélice y contiene dos hojas-β antiparalelas en su extremo N-terminal 
(Figura 11D) (Frazao et al, 2001) (Sawaya et al, 2001). 
 
20 kDa 
 
Ésta es una proteína genuina de algas rojas (Enami et al, 1998). Tras varios años de estudio 
finalmente se ha determinado su secuencia de aminoácidos, la cual muestra similitud con la 
secuencia de la familia de la proteína PsbQ de plantas verdes, y muy especialmente con la de 
algas verdes; por tanto, a su gen se le ha denominado psbQ' (Ohta et al, 2003). Su presencia o 
ausencia en otras algas no-verdes oxi-fotosintéticas aún no es conocida debido a la falta de 
secuenciación del genoma nuclear o un insuficiente estudio del PSII de estos organismos. No es 
necesaria la presencia de las otras extrínsecas para su unión al PSII por lo que se propone que 
pueda ser la menos extrínseca de las cuatro subunidades en algas rojas (Enami et al, 2003).  
 
2.4.4. Termoestabilidad del PSII y proteínas extrínsecas en plantas verdes 
 
El PSII es uno de los componentes más lábiles de los implicados en el proceso de la fotosíntesis 
siendo la reacción de oxidación del agua una de las más sensibles al calor en plantas superiores y 
algas verdes (Katoh & Sanpietro, 1967) (Nash et al, 1985) (Yamashito & Butler, 1968). La incubación 
del PSII a temperaturas moderadas (40-50 ºC) conlleva una inactivación completa de la 
oxidación del agua (Thompson et al, 1986) (Thompson et al, 1989) (Shutilova et al, 1995), además de 
una reorganización estructural en la membrana (Pastenes & Horton, 1996). La estabilidad térmica 
del RC del PSII se ha estudiado por FTIR, obteniéndose un valor de Tm de unos 42 ºC (De Las 
Rivas & Barber, 1997). Aunque inicialmente se propuso que este proceso de inactivación estaba 
relacionado con la solubilización de los iones Mn y la consecuente pérdida de las tres proteínas 
extrínsecas (Nash et al, 1985), actualmente parece que está más relacionado con la presencia de 
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la proteína PsbO (y PsbP/PsbQ) (Enami et al, 1994). Se ha comprobado que estas tres proteínas 
extrínsecas se despegan del PSII al calentar a 50 ºC durante 5 min. Este proceso de separación 
no se relaciona con la desnaturalización de las proteínas, que se vuelven a unir a la membrana 
cuando la temperatura disminuye (Enami et al, 1994) (Yamane et al, 1998). Si se inmovilizan al 
PSII, esta subunidades solubles evitan que ocurran procesos de agregación en la membrana a 
alta temperatura (Enami et al, 1994). Sin embargo, no parece que su función sea similar a las 
otras extrínsecas del PSII de cianobacterias y algas no verdes, PsbU y PsbV (Pueyo et al, 2002). 
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La presente Tesis Doctoral se ha centrado en el estudio in vitro de la proteína aislada de PsbQ 
de Spinacia oleracea, como representante de plantas superiores. El conocimiento en el año 2000 
de esta proteína era muy excaso pues poco se conocía acerca de su estructura y parámetros de 
estabilidad. Por ello, nos propusimos como objetivos para este trabajo: 
 
- Análisis evolutivo de las proteínas extrínsecas del OEC en los diferentes organismos 
oxifotosintéticos. Se estudiará la presencia o ausencia de PsbQ y del resto de las subunidades 
extrínsecas y su entorno analizando los genomas completos depositados en las bases de datos 
públicas, con el fin de conocer la distribución de las mismas e intuir una relación evolutiva. 
 
 - Obtención de proteína PsbQ pura y homogénea. Se pondrá a punto un protocolo de 
obtención de la proteína PsbQ nativa, utilizando Cu2+, para así evitar los problemas tradicionales 
de degradación de la misma por la activación durante el proceso de purificación de proteínas con 
actividad prolil-endopeptidasa. Para mejorar el rendimiento en la obtención, se desarrollará un 
método de sobreexpresión y purificación de la proteína PsbQ recombinante en E. coli a partir 
del clon pSoc16.11 de PsbQ de espinaca cedido por el Prof. R.G. Herrmann.  
 
 - Estudio estructural de PsbQ, haciendo uso de diferentes técnicas bioinformáticas 
actualmente disponibles. Para ello, se realizará una búsqueda de homólogos de secuencia en la 
base de datos, una predicción de estructura secundaria por redes neuronales y una predicción 
de plegamiento por threading. Este análisis se completará con un análisis estructural de 
estructura secundaria y terciaria por técnicas espectroscópicas (absorción, fluorescencia, 
dicroísmo circular e infrarrojos con transformada de Fourier). Paralelamente, se procederá a la 
obtención de cristales de PsbQ susceptibles de difracción de rayos-X, recogida de datos 
cristalográficos y análisis de los mismos con el fin de obtener una imagen 3D de la proteína que 
se comparará con la estructura predicha computacionalmente.  
 
 - Estudio de la estabilidad conformacional de PsbQ, realizando experimentos de 
desnaturalización por agentes químicos (GdnHCl) y por temperatura. Se hará uso de técnicas 
espectroscópicas (dicroísmo circular y fluorescencia) y de técnicas calorimétricas (calorimetría 
diferencial de barrido). Se procederá a la caracterización de los parámetros termodinámicos de 
PsbQ in vitro.   
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1. Análisis genómico de la distribución de las proteínas extrínsecas del 
OEC 
 
 El PSII, con su OEC, define a los organismos oxi-fotosintéticos. Estos incluyen un 
amplio conjunto filogenético de especies, desde procariotas (cianobacterias y oxi-fotobacterias 
verdes) pasando por eucariotas unicelulares (algas rojas y algas verdes) hasta llegar a todas las 
plantas multicelulares. Con objeto de explorar la distribución de las proteínas extrínsecas 
asociadas al OEC y, especialmente PsbQ, en los diferentes organismos fotosintéticos se 
analizaron los genomas recientemente secuenciados, entre los que se incluyen: 
 - la antigua cianoabacteria Gloeobacter violaceus PCC7421, que tiene ciertas 
características inusuales, como carecer de tilacoides y tener ficobilisomas adheridos a la 
membrana plasmática. Diversos análisis filogenéticos han mostrado que esta variedad puede ser 
considerada como la más próxima a las antiguas cianobacterias implicadas en el proceso de la 
endosimbiosis hasta ahora conocida (Nakamura et al, 2003).  
 -   la cianobacteria marina Synechococcus sp. WH 810 2 (Fuller et al, 2003). 
 - las oxi-fotobacterias verdes marinas Prochlorococcus marinus MED4, SS120, 
MIT9312, que son los organismos oxi-fotosintéticos más abundantes en los oceános de nuestro 
planeta. La cepa MED4 se caracteriza por ser el fotótrofo con el genoma más pequeño 
actualmente conocido (Partensky et al, 1999). 
Además, se incluyeron en el análisis los genomas completos de Arabidopsis thaliana, 
Synechocystis sp. PCC6803, Anabaena sp. PCC7120, Thermosynecochoccus elongatus BP-1, y los 
genomas incompletos de Chlamydomonas reinhardtii y Cyanidium caldarium. Finalmente, se 
estudió la presencia o ausencia de proteínas homólogas a las subunidades extrínsecas de los 
organismos oxi-fotosintéticos en los genomas conocidos de algunos organismos anoxi-
fotosintéticos (Chlorobium tepidum, Chloroflexus aurantiacus, Rhodopseudomonas palustris). 
El estudio se realizó a partir de las secuencias conocidas de las proteínas extrínsecas 
(PsbO, PsbP, PsbQ, PsbR, PsbU, PsbV) y se realizaron búsquedas de homología en los genomas 
usando los algoritmos de BLASTP y TBLASTN (Altschul et al, 1997). En el caso de la proteína 
PsbO, se realizó un estudio filogénetico a partir de las secuencias depositadas en las bases de 
datos públicas, usando el método Maximum likelihood y los métodos de Neighbor-joining y 
Maximum parsimony de los programas implementados en TREE-PUZZLE (Schmidt & von Haeseler, 
2003) y PHYLIP (Felsentein, 2002), respectivamente.  
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2. Preparación y caracterización de la muestra de PsbQ 
 
2.1. Aislamiento de la proteína PsbQ nativa de espinaca.  
 
2.1.1. Preparación de membranas tilacoidales. 
 
Para la obtención de la proteína PsbQ nativa se utilizaron espinacas procedentes del mercado 
local. El proceso de purificación de membranas tilacoidales se realizó a 4ºC siguiendo el 
protocolo de Robinson et al (Robinson et al, 1980). Las hojas se trocearon y lavaron con agua 
destilada. Se secaron con papel de filtro, se les incorporó el tampón de homogeneización 
compuesto por 50 mM KH2PO4 pH 7.5, 330 mM sacarosa, 5 mM MgCl2, 5 mM NaHCO3, 2 mM 
EDTA, 2 g/l BSA y 2 mM ascorbato y se trituraron en un homogeneizador de aspas durante 30-
40 s. La mezcla resultante se filtró a través de cuatro capas de gasa más una de algodón para 
eliminar principalmente los restos groseros de hoja. El filtrado se centrifugó a 10000 g durante 
15 min a 4 ºC. El sedimento formado por cloroplastos con un bajo porcentaje de integridad se 
lavó con tampón 50 mM HEPES pH 7.0, 10 mM MgCl2 y 15 mM NaCl (tampón RB), 
centrifugándose a 10000 g durante 15 min a 4 ºC. El sedimento, formado por membranas 
tilacoidales, se resuspendió en el mismo tampón RB en una proporción de 1/3 del usado 
anteriormente con el fin de obtener una concentración de clorofila de 3.5-6 mg/mL. La 
concentración total de clorofila (Chl) se calculó espectroscópicamente a partir de la 
concentración de Chla y Chlb según el método de Arnon (Arnon, 1949), basado en la extracción 
de clorofila con acetona (80% V/V). Se midió la absorbancia de las clorofilas así extraídas a 645 
nm y 663 nm en un espectrofotómetro Cary 100 UV-visible (Varian) y se calculó la concentración 
de las mismas según  las ecuaciones: 
 
9.267.12)/( 645663 ⋅−⋅= AAmlmgChla   [1] 
68.49.22)/( 663645 ⋅−⋅= AAmlmgChlb   [2] 
 
2.1.2. Obtención de partículas de fotosistema II.  
 
Para la obtención de las partículas de PSII a partir de membranas tilacoidales se siguió el 
método de Berthold et al (Berthold, 1981) con las modificaciones de Arellano et al (Arellano, 
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1994). Las membranas tilacoidales, con un contenido total de clorofila de 2 mg/mL, se 
solubilizaron con 2.5 % (p/V) Tritón X-100. La mezcla se mantuvo agitando en oscuridad a 4 ºC 
durante 25 min y se centrifugó posteriormente a 10000 g durante 3 min para eliminar histonas, 
membranas insolubilizadas y almidón. El sobrenadante se centrifugó a 40000 g durante 25 min a 
4 ºC. El primer sedimento de partículas de PSII se resuspendió en tampón 50 mM MES-NaOH 
pH 6.0, 330 mM sorbitol, 20 mM MgCl2, 5 mM NaCl, 5 mM CaCl2 y 2 mM NaHCO3 para eliminar 
principalmente el exceso de Tritón X-100 y los restos excesivamente solubilizados, 
centrifugándose nuevamente en las condiciones anteriores. Las partículas del PSII así obtenidas 
se resuspendieron en el tampón 50 mM MES-NaOH pH 6.0, 330 mM sorbitol, 20 mM MgCl2, 5 
mM NaCl, 5 mM CaCl2 y 2 mM NaHCO3 y se conservaron a –80 ºC hasta su utilización.  
 
2.1.3. Aislamiento y purificación de la proteína extrínseca PsbQ.  
 
Para la obtención de la proteína extrínseca PsbQ se lavaron las partículas de PSII con un 
volumen diez veces mayor de 20 mM Mes pH 6.0 y se centrifugaron a 40000 g durante 30 min a 
4 ºC. El precipitado se resuspendió en 20 mM Mes pH 6.0, 10 mM CuCl2 hasta alcanzar una 
concentración de 2 mg Chl/mL y se incubó durante 1 h a temperatura ambiente. Tras 
centrifugar a 40000 g durante 30 min a 4 ºC, se recogió el sobrenadante y se ajustó el pH a 8.0 
añadiendo, alternativamente, Tris y EDTA hasta una concentración final de EDTA de 5 mM. El 
sobrenadante se pasó a través de un filtro de 0.45 µm de diámetro de poro y se mantuvo a 4 ºC 
hasta su purificación cromatográfica. 
La purificación de la proteína PsbQ nativa se realizó por cromatográfica líquida en el 
instrumento Äktapurifier-100 (Amersham Pharmacia Biotech). El primer pase cromatográfico se 
realizó en la columna HiTrap SP (Amersham Pharmacia Biotech) de intercambio catiónico 
preequilibrada con 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF (tampón A). El tampón B 
estaba formado por 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1M NaCl. La proteína 
PsbQ se eluyó con un gradiente isocrático (1 mL/min) de 96.5 % de tampón A y 3.5 % de tampón 
B durante 10 min seguido de un gradiente lineal 0.035-0.4 M de NaCl durante 30 min (1 mL/min). 
Las fracciones enriquecidas en PsbQ se concentraron y pasaron a continuación a través de una 
columna de cromatografía líquida de filtración en gel Superdex 200 (Amersham Pharmacia 
Biotech) preequilibrada con tampón 20 mM fosfato pH 8.0 o tampón A. Las proteínas se 
eluyeron con tampón fosfato o tampón A a 0.4 mL/min. Las fracciones enriquecidas en PsbQ se 
almacenaron a -80ºC hasta su utilización.  
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2.2. Expresión de la proteína PsbQ de espinaca recombinante y purificación 
 
2.2.1. Construcción del vector de expresión. 
 
Las regiones codificantes de la proteína PsbQ madura se amplificaron por PCR de alta fidelidad 
usando como molde el clon pSoc16.11. Este clon fue cedido por el Profesor R.G. Herrmann y 
consiste en el vector pBlueScript M13+ y el cDNA, de 875 bp, que contiene la secuencia 
codificante completa de la proteína PsbQ además de su péptido de tránsito y las regiones no 
traducidas 5´ y 3´ (Jansen et al, 1987). Los cebadores usados en la PCR fueron: 
 5’-CCATATGGAGGCCAGGCCCATCGTTGTt-3’ (f)  
 5’-GGGATCCTTAACCGAGCTTGGCAAGAAc-3’(r) 
Estos oligonucleótidos contienen, respectivamente, los sitios de reconocimiento de las 
enzimas de restricción NdeI y BamHI (subrayados) y fueron seleccionados para obtener 
posteriormente la expresión de la proteína madura de PsbQ (Figura 12). Los pasos de la PCR, 
repetidos 30 veces, fueron: 1 minuto a 94 ºC, 1 minuto a 59 ºC y 1 minuto a 72 ºC. El producto 
resultante se purificó usando "GFXTM PCR DNA Purification Kit" (Amersham Pharmacia Biotech) 
y se insertó en el vector pBlueScript II SK+ (Stratagene) digerido con EcoRV, tras una reacción 
de ligación de dos horas a temperatura ambiente con la ligasa T4 DNA (MBI Fermentas). Este 
vector contiene un gen de resistencia a Ampicilina (β-lactamasa), y el gen lacZ (β-galactosidasa), 
estando la secuencia codificante interrumpida por el sitio de clonación múltiple permitiendo un 
método de selección de colonias recombinantes incoloro/azul.  
Se transformaron células de Escherichia coli JM101 con el producto de ligación y se 
incubaron durante toda la noche a 37 ºC en placa Petri conteniendo medio Luria-Bertani (LB), 
complementado con 100 µg/mL Ampicilina, 1 mM IPTG y 30 µg/mL X-gal. Se seleccionaron 
colonias positivas (incoloras) y se incubaron en medio líquido LB durante varias horas con 
agitación a 37 ºC. El vector se purificó usando "Wizard® Plus SV minipreps DNA Purification Kit" 
(Promega). La secuencia de nucleótidos del inserto de psbQ se comprobó mediante la 
secuenciación en ambas direcciones, en el secuenciador automático ABI PRISMTM 377 DNA 
Sequencer (Perkin Elmer), a partir del sitio de clonación múltiple.  
El vector con psbQ se digirió durante una hora a 37 ºC con las enzimas de restricción 
NdeI y BamHI. El resultado de esta digestión se resolvió en un gel de agarosa al 0.8 % durante 
dos horas a un voltaje constante de 100 V y el fragmento correspondiente al inserto PsbQ se 
purificó con "GFXTM PCR DNA Purification Kit" (Amersham Pharmacia Biotech) y se clonó en el 
vector pET12a (Unigene) predigerido con NdeI y BamHI. A la construcción resultante se le 
  39 
Materiales y Métodos 
 
llamó JR2592. Las células de E.coli BL21(DE3)pLysS se transformaron con JR2592 y se 
incubaron en placa Petri con medio LB complementado con 100 µg/mL Ampicilina a 37 ºC durante 
toda la noche. Se seleccionaron algunas colonias y se incubaron en agitación a 37ºC durante 
varias horas en medio LB complementado con 100 µg/mL Ampicilina. Los vectores purificados 
por el mismo método anterior a partir de estos cultivos, se digirieron con las enzimas NdeI y 
BamHI para comprobar en éstos la presencia del inserto PsbQ. Las células de E. coli 
BL21(DE3)pLysS transformadas con el plásmido JR2592, llamadas B96, se almacenaron a -80ºC 
en una disolución de glicerol al 20% (V/V). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2.2. Aislamiento y purificación de la proteína PsbQ recombinante. 
 
Las células B96, que contienen la construcción JR2592, se incubaron con agitación en 
medio LB complementado con 100 µg/mL Ampicilina y 30 µg/mL Cloranfenicol a 37 ºC hasta 
Figura 12. Representación del proceso de clonación de psbQ de espinaca a partir del clon pSoc16.11 cedido 
por el Prof. R.G. Herrmann. Se procedió a realizar una PCR donde se introdujeron los sitios de 
reconocimiento de los enzimas de restricción NdeI y BamHI en la secuencia de psbQ. Tras digerir con 
EcoRV el plásmido pBluescriptII SK+, se ligó el producto de la PCR con la ligasa T4 DNA obteniéndose el 
vector BSK+psbQ. La secuencia de psbQ se cortó de este vector para introducirlo finalmente en el plásmido 
de alta expresión pET12a, previamente digerido con NdeI y BamHI, a partir del cual se indujo la 
sobreexpresión de la proteína con IPTG.  
Plásmidos originales
Vectores construidos
pSoc16.11
(3867 bp)
psbQ
NciI AvaII Acc65I Asp718I
KpnI
StyI
SauI
AvaII
JR2592
(5061 bp)
pET12a
(4674 bp)
BSK+psbQ
(3428 bp)
pBLUESCRIPT II 
SK+ (BSK)
(2964 bp)
EcoRV
NdeI BamHI
NdeI
BamHI
amp amp
fw
rv
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alcanzar una densidad óptica de 1.2 unidades de absorción a 550 nm, en cubetas de paso de luz 
de 1 cm. Inmediatamente se indujo la expresión de PsbQ recombinante mediante la adición de 1 
mM IPTG. Tras 15-18 horas de incubación en agitación a 28 ºC las células se recogieron tras 
centrifugación a 3000 g.  
El precipitado de células se resuspendió en 1/20 parte del volumen original del cultivo y 
se sonicaron en 0.8 M Tris-HCl pH 8.4 conteniendo 1 mM PMSF durante 30 min. Este inhibidor 
de proteasas se encontraba también presente en el resto de los tampones utilizados. Las células 
que no se rompieron y otros fragmentos celulares se eliminaron mediante centrifugación a 
150000 g durante 45 min. Las proteínas de mayor masa molecular se precipitaron parcialmente 
con sulfato amónico al 45% y se eliminaron tras centrifugar a 150000 g durante 30 min. Las 
proteínas solubles restantes se precipitaron mediante la adición de sulfato amónico al 100%; el 
precipitado resultante tras centrifugación a 150000 g durante 30 min se resuspendió en 20 mM 
Tris-HCl pH 8.0 y 1 mM EDTA (tampón A) y se dializó frente a un volumen 500 veces mayor del 
mismo tampón a 4ºC durante toda la noche. El material insoluble se eliminó mediante 
centrifugación a 150000 g durante 45 min. Las proteínas solubles se resolvieron 
cromatográficamente de manera similar al procedimiento descrito para la proteína PsbQ nativa.  
 
2.3. Análisis de la pureza por electroforesis en gel de poliacrilamida.  
 
Para comprobar la pureza de la disolución que contiene a la proteína PsbQ se realizó una 
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato sódico (SDS-PAGE) en un 
equipo de electroforesis vertical Mini-PROTEAN 3 (Biorad). Para ello se utilizó el método de 
Laemmli (Laemmli, 1970). Los geles se montaron sobre placas de cristal de tamaño 0.75mm x 
10cm x 7cm, de composición: 
  
Gel separador-  
  Acrilamida/N,N’-metilenbiscacrilamida  14% p/V 
  Tris-HCl     375 mM, pH 8.8  
  SDS      0.1% p/V 
  Persulfato amónico    0.05% p/V 
  TEMED      0.007% p/V 
  
Gel concentrador- 
  Acrilamida/N,N’-metilenbiscacrilamida  1.5% p/V 
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  Tris-HCl     120 mM, pH 6.8  
  SDS      0.1% p/V 
  Persulfato amónico    0.05% p/V 
  TEMED      0.007% p/V 
  
Tampón de desarrollo- 
  Tris      25 mM  
Glicina      150 mM 
SDS      0.1 % p/V 
  
Tampón de solubilización- 
  Tris-HCl     62.5 mM, pH 6.8 
  SDS      2% p/V 
  Ditiotreitol     5% p/V 
  Glicerol      10% p/V 
  Azul de bromofenol    0.015% p/V 
 
 Las muestras se incubaron con el tampón de solubilización durante 10 min a 90ºC. La 
intensidad de corriente constante fue de 20 mA durante aproximadamente 1 hora a 
temperatura ambiente. La tinción de los geles se realizó con Azul-Coomassie R-250 al 0.5% 
(p/V), a temperatura ambiente, en acético:isopropanol:H2O (1:3:6) durante 20 min. La 
decoloración se realizó con una disolución metanol:acético:H2O (2:1:10). 
 
2.4. Cuantificación de la concentración de proteína. 
 
La concentración de proteína PsbQ se determinó espectrofotométricamente (Cary 100 UV-
visible -Varian) en una disolución de la proteína que contenía 6M GdnHCl. El coeficiente de 
extinción molar de PsbQ en estas condiciones se calculó a partir de la suma de los coeficientes 
de absorción molar de sus aminoácidos aromáticos (Gill & von Hippel, 1989), obteniéndose un valor 
de 14100 M-1cm-1 a 276 nm. 
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2.5. Análisis del estado de la proteína y estudio de parámetros hidrodinámicos por 
ultracentrifugación analítica. 
 
Los experimentos de equilibrio y velocidad de sedimentación permiten obtener información 
sobre la masa molecular, el estado de agregación y las propiedades hidrodinámicas de una 
macromolécula (Lebowitz et al, 2002).  
 En una partícula suspendida en un medio viscoso sujeta a un campo gravitacional, como 
es el centrífugo, actúan tres fuerzas (Figura 13). En primer lugar, hay una sedimentación 
producida por una fuerza gravitacional, proporcional a la masa de la partícula y a la aceleración. 
En segundo término, actúa una fuerza de flotación, establecida por el principio de Arquímedes. 
Por último, la partícula moviéndose a causa de las fuerzas citadas experimenta la oposición de 
una fuerza de fricción proporcional a la velocidad alcanzada, dependiente de su tamaño y forma. 
Con estas premisas, los experimentos de ultracentrifugación se diseñan para poder controlar 
esas fuerzas en dos modalidades denominadas equilibrio de sedimentación y velocidad de 
sedimentación.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la modalidad de equilibrio de sedimentación se escoge una velocidad de rotación de la 
muestra de manera que la fuerza gravitacional iguale en magnitud a la suma de las fuerzas de 
flotación y fricción. En tales circunstancias, en determinado periodo de tiempo se alcanza un 
equilibrio físico-químico y la distribución de partículas a lo largo de la celda de sedimentación 
Luz
Disolución
Aire
Dirección de 
sedimentación
Menisco
Fondo
Figura 13. Experimento de sedimentación. 
La celda del sector está en un rotor que gira 
sobre el eje A, a una velocidad ω. Sobre el 
cuerpo actúan las fuerzas centrífuga (Fc), de 
flotación (Fb) y de fricción (Fd). En el 
diagrama inferior se muestra el experimento 
de velocidad de sedimentación.  
ω 
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permanece invariable con el tiempo. Esa distribución se ajusta a un modelo exponencial para 
cada partícula. La información de este tipo de experimentos en el caso de sistemas de dos 
componentes, o sea un disolvente inerte y una única clase de partículas, es la masa molecular. Si 
la muestra contiene más de una masa de partículas el dato obtenido es una masa molecular 
promedio en peso. 
En la modalidad denominada velocidad de sedimentación, se impone una velocidad de 
rotación a la muestra tal que la fuerza gravitatoria se imponga claramente a las otras dos. Así, 
el resultado final es que todas las partículas acaban sedimentadas en el fondo de la celda, 
obteniéndose un sobrenadante, libre por completo de partículas, y una interfase, más o menos, 
nítida según la difusión de las partículas. La información experimental se consigue midiendo el 
desplazamiento de esa frontera con el tiempo. Estos experimentos proporcionan datos 
hidrodinámicos como el coeficiente de sedimentación, de fricción y de difusión, y de ellos se 
puede especular sobre la forma y el tamaño de las partículas.  
Los experimentos de equilibrio de sedimentación de la proteína PsbQ recombinante se 
realizaron en una ultracentrífuga analítica Optima XL-A (Beckman Coulter Instrument, Inc.) 
equipada con celdas de doble sector de 12 mm de longitud óptica (rotor AN50Ti). La muestra, 
80 µl de una disolución de PsbQ con una concentración de 1.1 mg/mL en 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 
se centrifugó a 120000 g a 20 ºC. Se midió la absorbancia de la muestra a 280 nm en función de 
la distancia radial a las 12, 16 y 18 h, obteniéndose los mismos resultados lo que confirmaba que 
la muestra estaba en equilibrio. La línea de base correspondiente a la aportación del tampón a la 
señal se determinó por midiendo la absorbancia cerca del menisco tras centrifugar la muestra 
durante 8 h a 200000 g. La masa molecular aparente de la proteína se obtuvo por ajuste no 
lineal aplicando el modelo de una única especie de equilibro de sedimentación a cada conjunto de 
datos según los programas EQASSOC y XLAEQ (Minton, 1994). 
] BRTrrMAA oor +⋅−⋅−⋅⋅= − )2/()()1(exp[ 222 ωρυ   [3] 
 
siendo Ar y Ao las absorbancias correspondientes al radio r y al radio de referencia ro; ω, la 
velocidad angular de rotación; R, la constante de los gases; T, la temperatura; υ , el volumen 
específico parcial; ρ, la densidad de la disolución; y B, la contribución del tampón. El volumen 
específico parcial y la densidad de la disolución de PsbQ se estimaron con el programa 
SEDNTERP (Laue, 1992) a partir de la composición de aminoácidos. 
Los experimentos de velocidad de sedimentación se realizaron en la misma 
ultracentrífuga a 20 ºC y 150000 g usando 400 µl de una disolución de proteína con una 
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concentración de 1.1 mg/mL en 20 mM Tris-HCl pH 8.0. La distribución radial de la proteína se 
midió por absorción a 280 nm cada 10 min. Los coeficientes de sedimentación y de difusión se 
analizaron usando el método implementado en el programa SEDFIT (Schuck, 2000), que ajusta 
los datos experimentales a la ecuación de Lamm [4]. Esta ecuación representa el cambio en los 
perfiles de concentración, en función del radio y del tiempo, de una partícula en una celda de 
forma de sector (Figura 13) sometida a un campo de fuerzas centrífugo ω2r. En su forma 
diferencial se expresa como (Lamm, 1929): 
 
⎥⎦
⎤⎢⎣
⎡ −⋅= Crs
dr
dCrD
dr
d
rdt
dC 221 ω   [4] 
 
siendo C, la concentración a la distancia r (del centro de rotación al punto medio del límite de 
concentración) en el tiempo t; ω, la velocidad de rotación; s, el coeficiente de sedimentación; y, 
D, el coeficiente de difusión.  
El cálculo de la masa molecular a partir de los datos experimentales obtenidos se realizó 
según la ecuación de Svedverg, 
 
)1( ρυ−= D
sRTM   [5] 
 
siendo R, la constante de los gases; υ , el volumen específico parcial; s, el coeficiente de 
sedimentación; D, el coeficiente de difusión; y, ρ, la densidad de la disolución. 
Los valores experimentales de s se transformaron según la ecuación [6] para obtener 
los correspondientes valores de s20,w (Lebowitz et al, 2002).  
 
wbT
bTw
w ss
,20,
,,20
,20 )1(
)1(
ηρυ
ηρυ
−
−⋅=   [6] 
 
siendo s20,w el valor de s en condiciones estándar, 20 ºC en agua; s, el coeficiente de 
sedimentación experimental; υ , el volumen específico parcial; ρ, la densidad de la disolución; y, 
η, la viscosidad de la disolución. Los subíndices T y 20, son la temperatura experimental de 
medida y la de referencia, respectivamente; b y w, hacen referencia al tampón y al agua, 
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respectivamente. La viscosidad de la disolución se estimó teóricamente con el programa 
SEDNTERP (Laue, 1992).  
Los valores del Ro y Rs, siendo Ro el radio de una partícula esférica cuyo volumen fuera 
equivalente al volumen específico de PsbQ y Rs el radio de Stokes (o radio hidrodinámico) que 
representa el radio de la esfera con el mismo coeficiente de fricción f que PsbQ, se calcularon 
según las ecuaciones [7] y [8],  
  
3
4
3;6
N
MRRf ooo π
υπη ==   [7] 
 
sNf
RMRRf
o
o
sS
)1(;6 ρυπη −==   [8] 
 
siendo fo, el coeficiente de fricción mínimo; f, el coeficiente de fricción de la muestra; η, la 
viscosidad de la disolución; υ  , el volumen específico parcial; ρ, la densidad de la disolución; M, 
la masa molecular de la muestra; y, N, el número de Avogadro.  
Las relaciones axiales (a/b), siendo a el eje mayor y b el eje menor, se determinaron con 
el programa SEDNTERP (Laue, 1992) para los elipsoides de revolución, tipo prolato y oblato, y 
para el modelo cilíndrico. El grado de hidratación de la proteína se estimó según (Pessen & 
Kumosinski, 1985).  
 
 
3. Estudio de la estructura secundaria de PsbQ por técnicas 
bioinformáticas y técnicas biofísicas  
 
3.1. Predicción de estructura por técnicas bioinformáticas. 
 
Para caracterizar la familia de proteínas de PsbQ y realizar una predicción de estructura 
secundaria se hizo uso de herramientas bioinformáticas. La predicción de estructura por 
métodos computacionales se basa en establecer similitud entre la secuencia de una proteína y un 
grupo de proteínas ya caracterizadas, pues se ha comprobado que proteínas con más de un 30% 
de residuos idénticos están relacionadas estructuralmente (Rost & Valencia, 1996).  
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En las predicciones se utilizó siempre la secuencia de aminoácidos de PsbQ de espinaca 
como guía. Esta secuencia se obtuvo de la base de datos SWISSPROT (Gasteiger et al, 2001) 
donde se identifica con el código de acceso P12301 o PSBQ_SPIOL. Se realizó una búsqueda de 
homología de secuencia (>30 %) en las bases de datos públicas usando el algoritmo de búsqueda 
de BLASTP (Altschul et al, 1997), que se basa en la búsqueda de regiones de similitud local. Los 
programas de búsqueda de secuencias homólogas muestran la confianza estadística de sus 
resultados con un valor numérico P(N), que oscila entre 0 y 1, y que representa la probabilidad 
de que el resultado obtenido se deba al azar. Por tanto, un valor de P(N) muy próximo a 0 es un 
valor muy fiable, mientras que cuanto más próximo se encuentre a 1 más probabilidad tiene de 
ser un falso positivo. Esta probabilidad también se puede expresar en forma de un valor llamado 
“e” (“e-value”) que a valores menores de 10-5, aproximadamente, coincide numéricamente con 
P(N). Se escogieron como homólogas aquellas secuencias con P(N) ≤ 10-4. De estas secuencias se 
eliminó el péptido señal y se realizó un alineamiento múltiple con el programa CLUSTALX 
(Thompson et al, 1997) de la proteína madura, con posterior análisis por inspección visual.  
 Además, se buscaron homólogos remotos (20-30%) usando los algoritmos de PSI-BLAST 
(Altschul et al, 1997), basado en la construcción de perfiles numéricos a partir de búsquedas 
simples de BLAST, y HMMer (Durbin et al, 1998), que utiliza modelos estadísticos de cadenas de 
Markov, de forma independiente. Se incluyeron en el alineamiento aquellas secuencias con valor 
de “e” menor o igual a 10-5. Se comprobó la homología realizando búsquedas cruzadas. Todas 
estas búsquedas se hicieron con los parámetros por defecto y en la base de datos no 
redundante (nrdb) que elimina la redundancia de secuencias idénticas y proporciona una 
colección de casi todas las proteínas conocidas. Las secuencias obtenidas por los métodos 
anteriores se alinearon combinando el alineamiento de secuencias con el de perfiles, según 
familias, con CLUSTALX (Thompson et al, 1997). El alineamiento múltiple final se utilizó para una 
nueva búsqueda por HMMer (Durbin et al, 1998) sobre la base de datos no redundante de 
proteínas. Se construyó un árbol filogenético por el método de Neighbor-joining y se evaluó la 
estabilidad de sus nodos por el método de boostrapping con el programa PHYLIP (Felsentein, 
2002). 
Para la predicción de estructura secundaria se incluyó el alineamiento de la familia ya 
que se ha comprobado que el uso de información procedente de alineamientos múltiples aumenta 
considerablemente la exactitud de la predicción (Hannenhalli & Russell, 2000). Los métodos que 
se utilizaron para la predicción fueron:  
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-PROF (Rost, 2001): algoritmo de predicción de estructura secundaria (PHDsec) y 
accesibilidad del disolvente (PHDacc). Utiliza un sistema de varias redes neuronales 
basado en perfiles construidos a partir de un alineamiento múltiple, generado 
automáticamente por Maxhom (Sander & Schneider, 1991) según los resultados obtenidos 
por una búsqueda en PSIBLAST o aportado por el usuario 
(http://maple.bioc.columbia.edu/predictprotein/).   
-PSIPRED (Jones, 1999): algoritmo de predicción de estructura secundaria a partir de un 
sistema de redes neuronales combinado con un alineamiento múltiple generado 
automáticamente a partir de los resultados obtenidos por una búsqueda con PSIBLAST. 
El paso más importante del método es la estrategia diseñada para evitar acumulación de 
proteínas no relacionadas en el perfil (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). 
-JPRED (Cuff et al, 1998): método que combina los resultados de distintos programas de 
predicción de estructura secundaria y a partir de éstos genera un consenso. La 
predicción la realiza o bien sobre un alineamiento múltiple de secuencias que aporta el 
usuario o generado automáticamente por CLUSTALW a partir de los resultados 
obtenidos por PSIBLAST (http://jura.ebi.ac.uk:8888/). 
-SSPRO (Baldi et al, 1999): método que utiliza una red neural recurrente bidireccional 
combinado con un alineamiento múltiple generado automáticamente a partir de los 
resultados obtenidos por una búsqueda con PSIBLAST 
(http://promoter.ics.uci.edu/BRNN-PRED). 
Estos métodos clasifican cada aminoácido según tres posibles estados de estructura 
secundaria: α-hélice, hoja-β u otro. A la predicción de cada residuo se le asigna un índice de 
fiabilidad, que varía entre 0 y 9, y que se correlaciona con la exactitud de la predicción. Este 
índice nos permite identificar las regiones de la proteína que se han predicho con mayor 
exactitud (Rost, 2001). La evaluación de estos métodos se realiza semanalmente por el servidor 
automático EVA (Koh et al, 2003) a partir del número de residuos predichos correctamente 
(Tabla II).  
 
     
 
 
 
 
MÉTODO Q3 
PROF 75 
PSIPRED 75.8 
JPRED 72.8 
SSPRO 74.3 
Tabla II. Evaluación media de los métodos de PROF, 
PSIPRED, JPRED y SSPRO, de predicción de estructura 
secundaria, por el servidor automático EVA. Esta 
evaluación queda reflejada en el valor Q3 (Q3=positivos 
verdaderos+negativos verdaderos /total de residuos).  
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3.2. Análisis estructural por dicroísmo circular (CD). 
 
Las proteínas presentan actividad óptica en la zona del UV-lejano (180-240 nm) debido al 
carácter quiral que adquiere el enlace peptídico al encontrarse en un entorno rígido y, por tanto, 
asimétrico en la estructura proteica. Por tanto, en esta zona, la técnica de CD es muy sensible a 
la estructura secundaria que adopta una proteína y cada elemento de estructura secundaria (α-
hélice, hoja-β, giros y otros) tiene un espectro de CD característico (Woody, 1995) (Figura 14).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
La caracterización de estructura secundaria por CD se realizó usando un 
espectropolarímetro tipo Jasco 720. Una alícuota de la proteína PsbQ liofilizada se diluyó en 
20mM Tris-HCl pH 8.0 hasta alcanzar una concentración de 1.0 mg/mL. La muestra se 
desgasificó y su espectro se recogió en la zona entre 183-260 nm en una celda de cuarzo de 0.1 
mm de paso óptico a 25 ºC. El espectro final fue una media de dos acumulaciones, velocidad de 
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Figura 14. Representación de la propiedad del dicroísmo circular de las sustancias con actividad 
óptica. (A) Al incidir luz polarizada linealmente con igual proporción de luz polarizada circular a 
izquierdas y a derechas, estas sustancias absorben preferentemente en una dirección (B) la luz 
polarizada lineal incidente original, suma de los vectores circulares con igual amplitud pero 
sentido opuesto, se transforma en luz polarizada elípticamente al incidir sobre la muestra (C) 
espectros característicos de las diferentes conformaciones de estructura secundaria aisladas en 
proteínas.  
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barrido de 20 nm/min, ancho de banda espectral de 1 nm y tiempo de respuesta de 4 segundos. 
Los valores de elipticidad se convirtieron en valores de elipticidad media por residuo según la 
masa molecular (16653 Da) y los residuos por mol (150 aminoácidos) de PsbQ recombinante 
mediante la ecuación: 
 
[ ]
Cd10 ⋅⋅
⋅= MRWobsθθ λ   [9] 
 
siendo [θ]λ el valor de la elipticidad molar a la longitud de onda λ; θobs, el valor de elipticidad 
observado; MRW, la masa por residuo medio; d, el paso óptico; y, C, la concentración de 
proteína. 
El estudio de la estructura secundaria de PsbQ a partir de su espectro de CD se realizó 
mediante el uso de bases de datos de espectros de CD de proteínas de referencia formadas por 
elementos conocidos de estructura secundaria. Se combinaron los resultados procedentes de 
varios programas, que utilizan diferentes funciones matemáticas para construir el grupo de 
proteínas de referencia (Johnson, 1990) (Greenfield, 1996): 
 
-LINCOMB, incorpora el método de regresión no lineal por mínimos cuadrados de Perczel et 
al (Perczel et al, 1992) y usa el grupo de datos de referencia de Yang et al (Yang et al, 
1986). 
-SELCON3 (Sreerama & Woody, 2000), que incorpora el método de auto-consistencia junto 
con un algoritmo de descomposición del valor singular (SVDA) para asignar la estructura 
secundaria de la proteína.  
-CDSSTR (Johnson, 1999), que implementa un método de selección de variables realizando 
todos los cálculos posibles usando un número fijo de proteínas a partir de un conjunto 
de referencia.  
-CONTIN/LL, que implementa el algoritmo de regresión contraída de Provencher y Glockner 
(Provencher & Glockner, 1981) junto con el modelo linealizado localmente de Van Stokkum 
et al (van Stokkum et al, 1990) para seleccionar un conjunto de proteínas a partir de la 
base de datos de referencia 
-CDNN (Dalmas et al, 1994), método de deconvolución basado en redes neuronales que aplican 
el algoritmo de propagación inversa.  
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La cuantificación de estructura secundaria α-hélice se determinó además según el método 
clásico de Greenfield y Fasman (Greenfield & Fasman, 1969), que estima el porcentaje de α-hélice 
a partir de la ecuación: 
 
[ ]
400033000
4000
% 208 −
−= nmhélice θα   [10] 
 
3.3. Análisis estructural por infrarrojos con transformada de Fourier (FTIR). 
 
Los espectros de absorción de infrarrojos de proteínas contienen un número determinado de las 
llamadas “bandas de amida” que representan diferentes modos de vibración del enlace peptídico 
(Figura 15). De todas estas, la llamada banda de amida I es la que más se utiliza para el análisis 
de estructura secundaria de proteínas (Haris & Chapman, 1995) (Jackson & Mantsch, 1995). Esta 
banda es consecuencia de la vibración por estiramiento del enlace C=O del grupo amida acoplado 
el estiramiento del enlace C-N. Estos modos de vibración, que se encuentran presentes como 
bandas de infrarrojo entre aproximadamente 1600 y 1700 cm-1, son sensibles a los enlaces por 
puentes de hidrógeno y acoplamientos entre dipolos de transición de los enlaces peptídicos 
adyacentes. De este modo, el análisis de la banda de amida I se utiliza para obtener datos sobre 
la estructura secundaria de proteínas. Estos análisis incluyen deconvoluciones de Fourier, 
derivadas y métodos iterativos de descomposición de la banda original (Byler & Susi, 1986), que 
permiten identificar las diferentes bandas simples que corresponden a las distintas estructuras 
presentes en la molécula y detectar cambios conformacionales observando la variación de la 
frecuencia y la intensidad de estas bandas. 
Tras la purificación de la proteína PsbQ, una parte fue liofilizada. Una alícuota de esta 
muestra liofilizada se resuspendió en H2O milliQ hasta alcanzar una concentración de proteína 
de unos 30 mg/mL. Otra alícuota se resuspendió en D2O puro para obtener una concentración de 
proteína de unos 20 mg/mL.  
 El análisis de IR se hizo en un equipo de espectroscopía Nicolet Nexus 670 FT-IR, 
equipado con un detector MCT/A enfriado con nitrógeno líquido y con un divisor de haz de Ge-
KBr. La velocidad de barrido del espejo fue de 2.53 cm/s, la resolución del espectro de 2 cm-1, 
el rango de medida de 650-4000 cm-1 y por cada muestra se tomaron 1000 espectros 
promediados. Se dispusieron 30 µl de muestra en una celda constituida por dos ventanas de CaF2 
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de 32 mm de diámetro y 3 mm de espesor (Harrick Scientific Co.) usando un espaciador de 6 
µm. La temperatura durante la adquisición de datos fue de 21ºC. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 El equipo dispone de una lanzadera que permite hacer la medida automática del blanco 
sin muestra (“background”) y su resta al espectro de la muestra. Inmediatamente después de la 
medida de cada muestra se hizo una medida idéntica con el tampón correspondiente en el que se 
encuentra esa muestra. Los espectros de la muestra y del tampón correspondiente se restaron 
con el programa de medida OMNIC E.S.P. (v.5.1) de Nicolet. La sustracción se realizó hasta 
conseguir una línea de base plana en la región de 1900-1750 cm-1, que es equivalente a eliminar la 
banda a 2125 cm -1 correspondiente al agua (Arrondo et al, 1993). Los espectros se estudiaron en 
detalle en la región 1700-1600 cm-1, correspondiente a la banda amida I de las proteínas, y se 
analizaron según la deconvolución de Fourier y la segunda derivada con el programa OMNIC 
E.S.P. v.5.1 (Nicolet). Los parámetros para la deconvolución se escogieron de acuerdo a 
procedimientos establecidos (Arrondo et al, 1993), (Arrondo et al, 1994): el valor del factor K 
("resolution enhancement factor") fue de 2 y la amplitud de banda se fijó en 18 cm-1. 
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Figura 15. Bandas características de absorción de las ondas de 
infrarrojos por proteínas. La banda amida I es la que más se utiliza en el 
estudio de estructura secundaria de péptidos y proteínas, al estar 
relacionada con la vibración del enlace peptídico.  
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4. Estudio de la estructura terciaria de PsbQ por técnicas 
bioinformáticas y por técnicas biofísicas  
 
4.1. Predicción del plegamiento por métodos bioinformáticos.  
 
Para la predicción de la estructura de la familia de PsbQ se hizo uso de la técnica de 
reconocimiento de plegamiento denominada threading, que se basa en la observación de que 
existen proteínas con menos de un 20% de identidad de secuencia que adoptan plegamientos 
similares (Godzik, 2003) (Figura 16).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los programas de predicción de plegamiento de una proteína son muy variados de manera 
que una combinación de resultados de diferentes programas es la mejor opción para evaluar el 
plegamiento de una proteína por analogía remota estructural. Estos métodos proponen una lista 
de proteínas molde cuya estructura 3D conocida podría ser similar a la de la proteína problema, 
según las características de la familia de secuencias de PsbQ como son estructura secundaria, 
accesibilidad del disolvente, potenciales de contacto, etc. Las proteínas molde se puntúan según 
(a) 1flp (b) 1cpc (c)
(d)  
Figura 16. Alineamiento estructural (C) y de secuencia (D) de las proteínas de código PDB: (A) 1flp 
(hemoglobina) y (B) 1cpcA (ficocianina). Estas proteínas adoptan un plegamiento tridimensional similar 
con sólo un 8% de identidad de secuencia. Las mayores diferencias en la estructura se producen en los 
giros . 
A B C 
D 
1flp 1cpcA 
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un índice de fiabilidad. En la mayoría de los programas, se da un valor llamado “z” (“z-score”) que 
mide la diferencia entre la puntuación de un plegamiento determinado con respecto a todos los 
plegamientos posibles, según la librería de plegamientos, teniendo en cuenta la desviación 
estandar de la distribución de puntuación; en el caso de 3DPSSM, esta evaluación es en forma 
del valor “e” (“e-value”). Los métodos que se escogieron representan las estrategias actuales de 
threading, basados en principios y bibliotecas de estructuras claramente diferentes: 
 
-3DPSSM (Kelley et al, 2000): algoritmo de reconocimiento de plegamiento de una proteína (o 
alineamiento múltiple) basado en perfiles de secuencia 1D (construidos a partir de 
homólogos cercanos) y 3D (perfiles más generales, con homólogos más remotos) junto 
con información sobre la estructura secundaria de la proteína y potenciales de 
solvatación (http://www.bmm.icnet.uk/~3dpssm/html/ffrecog_simple.html). La 
puntuación para cada estructura viene en forma de un e-value y si el valor es 
significativo (95-50% de certeza) aparece coloreado de acuerdo con una clave de 
colores al principio del resultado. 
-THREADER2 (Jones et al, 1992): algoritmo de programación dinámica que alinea una 
secuencia desconocida con coordenadas conocidas de cada una de las secuencias que 
forman una librería de plegamientos, teniendo en cuenta interacciones entre pares de 
residuos. La documentación del programa indica que:  
z>3.5  es muy significativo y probablemente sea la predicción correcta 
z>2.9  significativo y con alta probabilidad de que sea correcta 
2.7<z<2.9 algo significativo y posiblemente la correcta 
2.0<z<2.7 baja puntuación y podría ser la correcta, pero necesita de otra 
confirmación 
z<2.0  muy baja puntuación y probablemente no hay un molde adecuado 
en la librería 
-FFAS (Rychlewski et al, 2000): alineamiento basado en perfiles, desarrollado para extraer la 
máxima información que se puede obtener de un alineamiento múltiple sin utilizar ningún 
tipo de información estructural (http://bioinformatics.burnham-
inst.org/FFAS/index.html). Un valor de “z” mayor de 8.0 indica una fiabilidad mayor del 
95%.  
-123D+ (Alexandrov et al, 1996): algoritmo de reconomiento de plegamiento que utiliza 
matrices de sustitución junto con predicción de estructura secundaria y potenciales de 
capacidad de contacto, que tienen en cuenta la contribución hidrofóbica a la energía 
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libre, para encajar una secuencia sobre un conjunto de estructuras conocidas 
(http://genomic.sanger.ac.uk/123D/ 123D.html). Un valor de “z” mayor de 7.0 indica una 
fiabilidad mayor del 95%.  
-BIOINBGU (Fischer, 2000): método consenso de diferentes algoritmos (GONP, GONPM, 
PRFSEQ, SQPPRF, SQPMPRF) que combinan infomación evolutiva de distinta forma, a 
partir de perfiles y alineamientos múltiples tanto de la proteína problema como de la 
proteína de estructura conocida, e información estructural, a partir de estructura 
secundaria observada en el molde y la predicha para la proteína problema. 
(http://www.cs.bgu.ac.il/~bioinbgu/ form.html). Una evaluciación del método permite 
concluir la confianza de los valores de “z”: 
z>19  muy alta probabilidad de plegamiento 
15<z<19  alta probabilidad de plegamiento 
12<z<15  plegamiento probable 
-FUGUE (Shi et al, 2001): algoritmo que compara una secuencia (o alineamiento múltiple de 
secuencias) con las librerías de perfiles estructurales de la base de datos HOMSTRAD 
(de Bakker et al, 2001) y calcula la compatibilidad secuencia-estructura proporcionando 
una lista de homólogos potenciales y sus alineamientos. No utiliza ningún tipo de 
predicción de estructura secundaria (http://www-cryst.bioc.cam.ac.uk/~fugue/ 
prfsearch.html).  
z>6.0 muy alta probabilidad (99% de confianza)  
z>5.0  alta probabilidad (95%) 
z>4.7  probable (90%) 
z>3.5  baja probabilidad (50%) 
-TOPITS (Rost, 1995): algoritmo que detecta motivos de estructura secundaria y 
accesibilidad del disolvente similares entre una secuencia de estructura desconocida y 
un plegamiento conocido en la base de datos DSSP (http://maple.bioc.columbia.edu/ 
predictprotein/). El manual del programa indica que los valores de “z” mayores de 3.0 
son los más fiables, con una exactitud mayor del 60%. 
 
El protocolo que se siguió para el reconocimiento de plegamiento fue: 
 
1. Detección del plegamiento candidato para el modelado de PsbQ. Para ello se utilizaron 
los programas de threading que se explicaron anteriormente. Para escoger el molde adecuado se 
tuvo en cuenta: 
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- El valor del parámetro “z” de cada programa, que indica la fiabilidad del resultado. Sin 
embargo, se ha comprobado en estos programas de predicción que muchas veces el mejor 
resultado puede no ser el mejor de la lista pero sí encontrarse entre los mejores (Jones et 
al, 1992). Por tanto, se consideraron los tres primeros resultados de cada programa de 
predicción y se comprobó su estructura, según la clasificación de CATH (Pearl et al, 2003) o 
SCOP (Andreeva et al, 2004), para estudiar si adoptan plegamientos similares.  
- Con el programa de visualización THREADLIZE (Pazos et al, 1999) se inspeccionaron los 
alineamientos 1D y 3D de la secuencia de PsbQ de espinaca con cada uno de los moldes de 
plegamiento propuestos.  
- Para cada molde propuesto, se realizó el alineamiento de secuencia familia-familia con 
CLUSTALX (Thompson et al, 1997) con respecto a PsbQ y se estudió la calidad del 
alineamiento según el número y distribución de inserciones/deleciones, porcentaje de 
identidad y perfil de hidrofobicidad. La familia de secuencias para cada uno de los moldes 
propuestos se obtuvo de la base de datos HSSP (Sander & Schneider, 1991). Una vez 
establecidos los residuos conservados, se estudió la proximidad a la que se encontraban 
estos residuos entre sí en el espacio, según el molde escogido, a partir del parámetro Xd 
(Pazos et al, 1997). Este parámetro mide la distribución de las distancias entre los residuos 
conservados y todos los residuos; se ha comprobado que los residuos más conservados en 
una familia son los que están implicados en la estructura y/o función y la tendencia de estos 
residuos es a estar lo más próximos posible en el espacio, lo que se traduce en un valor de 
Xd alejado de cero (Olmea et al, 1999). 
 
2. Alineamiento entre la proteína problema, PsbQ de espinaca, y la seleccionada como 
molde. Este alineamiento se basa en el alineamiento familia-familia. Se ha comprobado que una 
de las causas de error en la construcción de modelos es un mal alineamiento entre la proteína 
problema y el molde.  
 
3. Modelado por homología a partir del servidor SWISSMODEL (Guex & Peitsch, 1997), 
con el gran problema de la baja identidad de secuencia. La evaluación del modelo se realizó 
según:  
 
-WHATCHECK (Hooft et al, 1996): programa de evaluación de estructura tridimensional de 
proteínas. Realiza un análisis detallado de la estructura, dando no sólo valores globales 
sino también especificando algunos residuos problemáticos 
(http://www.cmbi.kun.nl:1100/ WIWWWI/modcheck.html). 
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- PROMODII (Peitsch, 1996): método de evaluación y minimización de la energía de un 
modelo estructural. Se encuentra implementado en el programa de modelado 
SWISSMODEL.  
-VERIFY3D (Luthy et al, 1992): programa que permite la valoración global o local de un 
modelo. Se basa en estudiar la compatibilidad del modelo de una proteína con su 
secuencia a partir de perfiles 3D (http://www.doe-mbi.ucla.edu/Services/Verify_3D/).  
 
4.2. Espectroscopía de absorción.  
 
Las proteínas tienen la propiedad de absorber la luz en la zona de 180-320 nm. El espectro de 
absorción de las proteínas se caracteriza por la presencia de dos máximos de absorción: uno a 
280 nm, debido a las cadenas laterales de los aminoácidos aromáticos, y en menor grado, a la 
cistina; y otro, alrededor de 205 nm, debido al enlace peptídico (Wetlaufer, 1962). 
Los espectros de absorción se recogieron en la zona de 240-350 nm en un 
espectrofotómetro tipo Cary 100 UV-visible (Varian), con una velocidad de barrido de 30 
nm/min a 20 ºC. La absorción en esta región del espectro es debida fundamentalmente a las 
cadenas laterales de los residuos aromáticos constituyentes de la proteína y está directamente 
relacionada con la conformación tridimensional de la misma (Wetlaufer, 1962). Para conocer de 
forma aproximada el porcentaje de tirosinas expuestas al disolvente en la conformación nativa 
de la proteína se siguió el método de Ragone et al (Ragone et al, 1984). Este método se basa en la 
comparación del espectro de absorción de la proteína nativa con respecto al espectro de 
absorción de la proteína desnaturalizada con 6.0 M GdnHCl en la región de 280-295 nm. El grado 
de exposición de las tirosinas al disolvente acuoso se calcula a partir de la segunda derivada de 
estos espectros usando la fórmula matemática: 
 
( ) ( )auan rrrr −−=α   [11] 
 
donde rn y ru representan, respectivamente, los valores numéricos de la relación a/b para el 
espectro de la proteína nativa y desnaturalizada, siendo a y b las distancias entre el máximo y el 
mínimo del espectro en las zonas de 285 nm y 290 nm, respectivamente; ra es el valor numérico 
teórico de una mezcla que contiene la misma relación molar de residuos aromáticos (tirosina y 
triptófano) que la proteína en estudio disueltos en un disolvente modelo (e.g. etilen-glicol) que 
tuviera las mismas características que el interior de la matriz de la proteína.  
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4.3. Espectroscopía de emisión de fluorescencia del triptófano. 
 
Los aminoácidos aromáticos, triptófano (Trp), tirosina (Tyr) y fenilalanina (Phe), son sondas 
fluorescentes intrínsecas de la conformación, dinámica e interacciones intermoleculares de una 
proteína. De los tres residuos aromáticos, el triptófano es el que presenta un rendimiento 
cuántico intrínseco mayor y es el más utilizado (Figura 17A). La longitud de onda del máximo de 
emisión de fluorescencia del triptófano varía entre 308 nm (azurina) y 355 (e.g. glucagón), 
valores que dependen del grado de exposición del triptófano al disolvente. La atenuación de la 
fluorescencia por parte de solutos ("solute fluorescence quenching") se refiere al proceso 
mediante el cual ocurre una disminución de la fluorescencia de un fluoróforo en presencia de un 
soluto y proporciona información útil acerca de la localización de los grupos fluorescentes en la 
estructura de una proteína (Eftink, 1991). De todos los tipos de atenuación, el de colisión entre 
el atenuador y el fluoróforo es el que más se utiliza en el estudio de estructura de proteínas 
(Figura 17B). 
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Figura 17. (A) Espectros de absorción y de emisión de fluorescencia de los aminoácidos aromáticos en 
disolución. El residuo de triptófano domina el espectro de fluorescencia de proteínas por su mayor 
absortividad molar y por su habilidad a atenuar la emisión de fluorescencia de los residuos de fenilalanina y 
tirosina por transferencia de energía. El residuo de triptófano se puede excitar específicamente a 
longitudes de onda mayores a 295 nm. (B) Representación de la atenuación de la fluorescencia por colisión, 
que permite determinar el grado de exposición del residuo de triptófano al disolvente. El triptófano 1 (W1) 
se encuentra en el interior de la proteína y, por tanto, es poco accesible a los agentes atenuadores; el 
triptófano 2 (W2), en cambio, está en la superficie y es muy accesible a todo agente atenuador. Tomado de 
Lakowicz, 1999.  
A B 
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4.3.1. Adquisición de espectros de emisión de fluorescencia.  
 
Las medidas de los espectros de emisión de fluorescencia se realizaron en un 
espectrofluorímetro PTI tipo QM-2000-4 PTI (Photon Technology International) equipado con 
baño termostatizado a 20 ºC. Para la adquisición de los espectros de emisión, el ancho de las 
rendijas de los monocromadores de excitación y emisión se fijaron en 3 nm. Las longitudes de 
onda de excitación fueron 280 nm, para la excitación de los residuos tirosinas y triptófano, y 
295 nm, para la excitación específica del residuo triptófano. Los espectros de emisión de 
fluorescencia se recogieron en la zona de 300-500 nm, cada 0.5 nm, con un tiempo de 
integración de 2 s. Para cada medida se realizó la media de tres espectros. El espectro final se 
corrigió sustrayendo la contribución de la banda Raman del agua y la señal del disolvente. Estas 
medidas se realizaron a una concentración de PsbQ de entre 3.5-10 µM en 50 mM Tris-HCl pH 
8.0.  
 
4.3.2. Experimentos de atenuación de emisión de fluorescencia. 
 
Para la realización de los experimentos de atenuación de emisión de fluorescencia por colisión se 
utilizaron como agentes atenuadores la acrilamida, compuesto neutro-polar, y las sales CsCl y 
KI, atenuadores positivos y negativos, respectivamente. Se prepararon disoluciones 
concentradas (4 M) de acrilamida, CsCl y KI. A la disolución 4 M de KI se le añadió 1 mM 
Na2S2O3 para evitar la formación de I3- (Lehrer, 1971). Para mantener la fuerza iónica constante 
en todas las experiencias se utilizó NaCl como sal inerte. En las experiencias con acrilamida, la 
intensidad de fluorescencia se corrigió debido la absorción intrínseca de la misma según (Eftink 
& Ghiron, 1976). Las curvas se analizaron según la ecuación modificada de Stern-Volmer, que 
relaciona la disminución de la intensidad de fluorescencia del agente fluoróforo en presencia del 
agente atenuador con la concentración del mismo según (Lakowicz, 1999): 
 
[ ]( ) [ ]QVSV QK e1FF0 ⋅+=   [12] 
 
siendo Fo y F las intensidades de fluorescencia en presencia y ausencia del agente atenuador Q; 
Ksv es la constante de colisión de atenuación o de Stern-Volmer; y, V, representa la constante 
estática, que está relacionada con la probabilidad de que, al formase el nuevo estado excitado, 
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el fluoróforo se encuentre en contacto directo con una molécula de atenuador y por tanto su 
intensidad de fluorescencia sea atenuada inmediatamente. 
 
5. Cristalización de la proteína PsbQ 
 
5.1. Obtención de cristales susceptibles de difracción. 
 
Para la determinación de la estructura de una proteína a partir de difracción de rayos-X es 
necesaria la obtención de cristales de tamaño adecuado y con un orden interno capaz de 
producir datos de alta resolución. Para que la cristalización de una proteína ocurra es necesario 
tener una disolución sobresaturada de la misma que, al encontrarse en un equilibro metaestable, 
tiende a alcanzar el equilibrio o bien formando precipitados o bien formando cristales (Durbin & 
Feher, 1996) (Weber, 1991). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los estudios de cristalización se realizaron usando fracciones de PsbQ recombinante de 
alta concentración en 20 mM Tris-HCl pH 8.0. Para la obtención de cristales de PsbQ se empleó 
el método de equilibrio por difusión de vapor en gota colgante. Para encontrar las condiciones de 
cristalización idóneas, los primeros ensayos se hicieron usando la técnica de muestreo conocida 
como Sparce Matrix, a partir de los kits comerciales "Crystal Screen I" y "Crystal Screen II" 
de Hampton Research Corp. Se utilizaron placas de cristalización de 24 pocillos donde se 
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Figura 18. (A) Gráfico representando el equilibrio fase liquida-fase sólida en la cristalización 
de proteínas (B) Esquema de la técnica de cristalización de proteínas por difusión de vapor en 
gota colgante (Imagen cedida por Dr. J.A. Hermoso).  
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añadieron cada una de las disoluciones precipitantes (500 µl). Sobre cada uno de los pocillos se 
selló con silicona un cubreobjetos invertido, donde se dispuso una mezcla de 1 µl de disolución 
del reservorio con 1 µl de proteína (20 mg/mL). Las experiencias se realizaron a dos 
temperaturas, 4 y 20 ºC, lo que supone explorar más de 180 condiciones.  
 
5.2. Recogida de datos cristalográficos. 
 
Un cristal se puede considerar como una rendija de difracción formado por moléculas o átomos 
con una distribución regular y repetitiva conocida como celda unidad. Ésta se define con tres 
ejes denominados a, b y c, y tres ángulos interaxiales, α, β y γ  (Figura 19).  
Se define la unidad asimétrica como el conjunto mínimo de moléculas cuya repetición 
genera la totalidad del contenido de la celda unidad. Los cristales actúan como rejillas de 
difracción respecto a un haz de rayos X, y la relación entre el espaciado de filas de planos 
equivalentes de átomos (d), la longitud de onda incidente (λ) y el ángulo del rayo emergente que 
se observa (θ), viene determinada por la ley de Bragg (Hermoso & Martínez-Ripoll, 2003), 
 
dnsen 2/λθ =   [13] 
 
de manera que la difracción de rayos-X actúa como si se tratara de una reflexión óptica (Figura 
19).  
La obtención de datos cristalográficos se realizó mediante la técnica de crio-
cristalografía, que permite la medida de los datos de difracción a baja temperatura (del orden 
de 100 K) de modo que se minimiza el daño al cristal por la radiación, al tiempo que se evita la 
formación de una capa de hielo alrededor del cristal, obteniéndose así mejores datos 
estructurales (Figura 20). Tras equilibrar el cristal con una disolución crioprotectora formada 
por mezcla de la disolución madre con 20 % glicerol, éste se capturó con un pequeño lazo de 
fibra. El lazo con el cristal se montó rápidamente en la cabeza goniométrica de la cámara del 
detector del tipo Image Plate de MARRSEARCH, se alineó ópticamente y centró, y se fijó la 
distancia al detector en 89.9 mm para la recogida de los datos de alta resolución y de 120 mm 
para la recogida de los datos de baja resolución. El cristal se mantuvo en contacto con un flujo 
laminar de gas de nitrógeno a 120 K durante todo el proceso de recogida de datos. Como 
radiación se empleó la correspondiente al pico Kα (λ=1.5418 Å) del cobre usando como generador 
un ánodo rotatorio de tipo Enraf-Nonius. Los datos de difracción se adquirieron en un barrido 
completo de 209º de rotación del cristal, tomándose un total de 405 imágenes de difracción 
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cada una de ellas correspondiente a un giro de del cristal de 1º. Los tiempos de exposición 
fueron de 15’ para los datos de alta resolución y de 5’ para los datos de baja resolución. Las 
reflexiones se recogieron en un detector electrónico MAR345 de tipo Imaging Plate y fueron 
procesados con el programa MOSFLM (Leslie, 1994). Las reflexiones de los diferentes conjuntos 
de datos se agruparon y escalaron con el programa SCALA (Bailey, 1994). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para evaluar la calidad de los datos recogidos por rayos-X se utilizaron los siguientes 
criterios:  
 
i) Completitud del espectro de difracción. Debe ser mayor del 90 % en cada concha de 
resolución. 
ii) Redundancia, indica cuántas veces se midió cada reflexión. 
iii) Factor de desacuerdo entre las reflexiones relacionadas por simetría. Viene 
definido por la ecuación: ∑∑ ><><−= IIIRsym / .  
αβ
γ
c
b
a
A B
C
Figura 19. (A) Perspectiva de una red cristalina. Los puntos de la red aparecen como esferas que 
aparecen unidos por líneas que definen los ejes imaginarios de la celdilla unidad. Una de las celdillas 
aparece coloreada en azul. (B) Representación de una celdilla unidad en la que se indican los tres ejes ( a, 
b, c) y los tres ángulos interaxiales( α, β, γ). (C) Ley de Bragg (Imagen cedida por Dr. J. A. Hermoso) 
A B 
C 
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iv) Relación señal/ruido (I/σ(I)) por conchas de resolución (debe ser mayor o igual a 2 
en cada concha de resolución). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.3. Determinación de la estructura y refinado. 
 
El objetivo del estudio cristalográfico es conocer para cada punto de la celda unidad el valor de 
la función de densidad electrónica, ρ (x,y,z). Esta función está directamente relacionada con las 
reflexiones del espectro de difracción ya que la densidad electrónica presente en el cristal, es 
la transformada de Fourier del patrón de difracción. Dicha relación viene dada por la siguiente 
expresión: 
 
)(2)(1),,( lzkyhxehklF
Vc
zyx i
h k l
++=→= −∑∑∑ παρ α  [14] 
 
siendo F(hkl) el conjunto de los factores de estructura (resultante de las ondas difractadas en 
una determinada dirección) que una vez conocidas permiten calcular la función de densidad 
electrónica en cada punto y obtener así la estructura de la molécula. Sin embargo, de los datos 
experimentales sólo se obtienen los módulos o amplitudes de los rayos difractados ⏐F(hkl)⏐, 
pero no sus fases, α. Esto constituye el llamado “problema de la fase”, punto crítico en 
cristalografía, para el que se han desarrollado diferentes técnicas de resolución que abordan la 
solución de este problema (Hermoso & Martínez-Ripoll, 2003) (Rhodes, 2000). 
 
Figura 20. Esquema del proceso de recogida de datos de difracción a partir de un cristal. (A) Cristal 
montado en un lazo en un sistema de baja temperatura (B) Representación de la difracción de los rayos-X 
por un cristal e impresión en un placa detectora (Imagen cedida por Dr. J.A. Hermoso).  
A B 
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La resolución del problema de la fase se inició por el método de reemplazo isomorfo 
múltiple (MIR). En este procedimiento se intenta introducir en la celda unidad de la proteína 
problema un átomo pesado, altamente dispersor, con el fin de obtener cristales isomorfos con 
respecto a la proteína nativa. Debido a que la secuencia de PsbQ recombinante de espinaca no 
contiene cisteínas y sólo contiene una metionina y una histidina se pensó que la unión del átomo 
pesado sería iónica. Además, como en PsbQ hay una alta acumulación de residuos positivos se 
utilizaron metales oxidados (5 mM) en las primeros ensayos de reemplazo. Las disoluciones que 
se prepararon fueron: (1) osmato de potasio (II) dihidrato; (2) tetracloroaureato de potasio 
(II); (3) tetracloroplatinato de potasio (II). Sin embargo, debido a que la proteína necesitaba 
para cristalizar Zn (II) se probaron también: (4) cloruro de iterbio (III); (5) cloruro de 
mercurio (II). Se comprobó que los cristales de PsbQ eran estables en estas condiciones. Por 
otra parte, se intentó una cocristalización de PsbQ con (6) acetato de plomo (II) y (7) cloruro 
de iterbio (III), en una concentración 50 mM, tratando de mimetizar la precipitación con Zn 
(II); con estas disoluciones se intentó una resolución del problema de la fase por la técnica de 
dispersión anómala múltiple (MAD).  
Finalmente el problema de la fase se resolvió mediante el método de reemplazo 
molecular (MR), que se basa en el uso de la estructura de una proteína conocida y con alta 
similitud de secuencia a la proteína problema. En este método se calculan las funciones de 
rotación y traslación que permiten situar la proteína conocida (modelo de faseado) en la celda 
unidad de la proteína desconocida (problema), haciendo coincidir el patrón de difracción teórico 
que resultaría para el modelo con el patrón de difracción experimental de la proteína problema 
(Tickle & Driessen, 1996). En nuestro caso, se usó como modelo de faseado la estructura conocida 
de la proteína PsbQ nativa de espinaca (residuos 38-149) resuelta a 1.95 Å por el grupo de 
Calderone et al (Calderone et al, 2003). La superposición se realizó usando el programa AMoRe 
(Navaza, 1994) y para ello se empleó un 95 % de los datos experimentales de difracción 
obtenidos para la proteína PsbQ. La calidad de las soluciones al aplicar las funciones de rotación 
y traslación se expresa mediante los coeficientes de correlación entre las funciones de 
Patterson experimental y la calculada con la proteína desconocida. Se obtuvieron los valores de 
58.0 % para la correlación y un factor de desacuerdo (R) de 0.38. Una vez obtenidas las 
posiciones iniciales de la proteína modelo (y por tanto las fases iniciales), se calculó el mapa de 
densidad electrónica.  
El modelo inicial, que incluía los residuos 46-149, se refinó utilizando los datos de alta 
resolución (1.49 Å) obtenidos de la difracción de los cristales de la PsbQ. Para ello se usó el 
programa CNS (Brunger et al, 1998) mediante la técnica de Dinámica Molecular con simulated 
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annealing y posteriormente mediante una minimización por la técnica del gradiente conjugado. La 
cadena de carbonos alfa y las cadenas laterales de la región N-terminal de PsbQ (1-13 y 32-149 
residuos, numeración basado en la proteína nativa sin considerar la metionina inicial presente en 
la secuencia de la proteína recombinante) se identificaron y modelaron manualmente usando el 
programa O (Jones et al, 1991) de manera iterativa sobre los modelos parciales hasta conseguir 
un modelo adecuado que fue refinado con los programas CNS (Brunger et al, 1998) y REFMAC 
(Winn et al, 2001). En este refinado hay que minimizar 
2∑ − calcobs FF  y para ello hay que 
refinar las coordenadas atómicas (x, y, z), el factor de ocupación o factor de población (FP) y el 
factor térmico (B). El factor de población representa la fracción de átomo que ocupa 
estadísticamente una posición en la celda mientras que el factor térmico hace referencia a la 
movilidad térmica de cada átomo alrededor de su posición de equilibrio. En nuestro caso, se 
realizó un refinado que incluía un refinado de energía, que estudia ángulos y longitudes de 
enlace, energías conformacionales y energías de interacciones no convalentes como enlaces por 
puentes de hidrógeno. Se incluyeron las moléculas de agua y se obtuvo el modelo final a 1.49 Å 
de resolución. La calidad del modelo refinado se estudió con el factor Rcrist o índice residual, 
definido como  
 
∑∑ −= obscalcobscrist FFFR /   [15] 
 
así, cuanto menor sea este factor, mejor será el ajuste del modelo a los datos experimentales. 
La calidad del modelo final se evaluó con PROCHECK (Hooft et al, 1996) y VERIFY3D (Luthy et al, 
1992). Las imágenes se procesaron con los programas MOLSCRIPT (Kraulis, 1991) y RASTER3D 
(Merritt & Bacon, 1997).  
 
 
6. Estudio de la estabilidad conformacional de PsbQ 
 
Las dos formas más comunes de estudiar la estabilidad conformacional de una proteína es 
mediante desnaturalización inducida por temperatura e inducida por agentes químicos (Pace & 
Scholtz, 1997). Muchas de las propiedades físicas cambian sustancialmente cuando una proteína 
se desnaturaliza. Por tanto, se pueden usar varias técnicas para seguir el proceso de 
desnaturalización, como son el dicroísmo circular y fluorescencia. Como se comentó 
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anteriormente, la absorción en la zona de 180-240 nm (UV-lejano) es debida fundamentalmente 
al enlace peptídico; pero además, la rigidez del entorno donde se encuentran las cadenas 
laterales de los aminoácidos aromáticos hace que las proteínas también presenten esta 
propiedad de CD en la zona de 250-290 nm (UV-cercano), considerándose esta zona como una 
huella dactilar de la conformación nativa cuya pérdida indicará que han ocurrido cambios 
conformacionales apreciables. Cambios en la señal de CD tanto en el UV-lejano como en el UV-
cercano permiten monitorizar la pérdida de estructura durante el desplegamiento (Kelly & Price, 
1997). Por otra parte, la emisión de fluorescencia del triptófano es muy sensible a la polaridad 
de su microentorno, haciéndolo una buena elección para poner de manifiesto cambios 
conformacionales en la proteína. (Vivian & Callis, 2001). Además de estas técnicas, para realizar 
la caracterización termodinámica completa del equilibrio de desnaturalización por temperatura 
se utilizó la técnica de calorimetría diferencial de barrido, DSC. La desnaturalización térmica 
aporta tres parámetros termodinámicos: la temperatura de desnaturalización (Tm), el cambio de 
entalpía a la Tm (∆Hm) y el cambio de la capacidad calorífica entre el estado nativo y el 
desnaturalizado de la proteína a presión constante (∆Cp) (Becktel & Schellman, 1987). 
El estudio de la estabilidad conformacional de PsbQ se realizó analizando el 
comportamiento de la proteína frente a agentes externos como son la temperatura, sales 
caotrópicas (GdnHCl) y pH.  
 
6.1. Preparación de la muestra. 
 
Las disoluciones concentradas de GdnHCl se prepararon gravimétricamente según se describe 
en (Pace, 1986) y su concentración se verificó por refractometría según la ecuación: 
 
[ ] 32 )(6.91)(68.36)(147.57 bfCGbfCGbfCG nnnnnnGdnHCl −−−+−=   [16] 
 
siendo [GdnHCl] la concentración de GdnHCl que se quiere verificar (mol/L); bfCG nyn , 
representan los valores del índice de refracción de la disolución de GdnHCl y tampón, 
respectivamente.  
Para los experimentos de desplegamiento de la proteína inducido químicamente por 
GdnHCl, las muestras se prepararon mezclando volúmenes de una disolución concentrada de 
proteína con los volúmenes adecuados de una disolución concentrada de GdnHCl y tampón (50 
mM Tris-HCl pH 8.0) hasta alcanzar concentraciones de agente desnaturalizante entre 0-6.0 M, 
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y concentración constante de proteína. Para los experimentos de replegamiento se mezclaron 
volúmenes de una disolución de proteína concentrada en 6.0 M GdnHCl con cantidades adecuadas 
de una disolución concentrada de GdnHCl y el mismo tampón hasta alcanzar concentraciones 
diluidas de agente desnaturalizante (6.0-0.12 M) y una concentración de proteína constante y 
similar a la utilizada en los ensayos de desnaturalización. Estas disoluciones se incubaron 
durante toda la noche a 20 ºC para alcanzar el equilibrio químico. 
 El efecto del pH en la desnaturalización térmica se estudió diluyendo una disolución 
concentrada de PsbQ en el tampón adecuado. El pH final de la disolución se comprobó tras 
dilución con un pH-metro Radiometer (PHM210). Las muestras que iban a ser estudiadas por 
DSC se prepararon por diálisis, utilizándose este tampón como referencia en las medidas. Los 
tampones usados (50 mM) fueron: citrato-HCl (pH 2.0-3.5), acetato-HCl (pH 4.0-5.0), 
K2HPO4/KH2PO4 (pH 6.0-8.0) y 20 mM Tris-HCl (pH 8.0). 
 
6.2. Desnaturalización inducida por temperatura y por agentes químicos estudiada por CD. 
 
La desnaturalización térmica de PsbQ se estudió por CD en el UV-lejano y UV-cercano usando 
un espectropolarímetro Jasco, modelo J-810, acoplado a un sistema de control de temperatura 
tipo Peltier; la desnaturalización química por GdnHCl se analizó en el UV-lejano usando un 
espectropolarímetro Jasco, modelo J-720, equipado con un baño termostatizado (Neslab RTE-
110). Los espectros finales fueron una media de entre dos y cuatro acumulaciones, a los que se 
les restó la señal del tampón. Las medidas se realizaron entre 195-260 nm (UV-lejano) y 260-
320 nm (UV-cercano), con una concentración final de PsbQ de 10 µM y 90 µM, y cubetas de 
cuarzo de 1.0 mm y 10.0 mm de paso óptico, respectivamente. Los parámetros de medida se 
fijaron en: velocidad de barrido de 20 nm/min, ancho de banda espectral de 1 nm y tiempo de 
respuesta de 4 s. Las curvas de desnaturalización por temperatura se obtuvieron midiendo la 
variación de señal de CD, a 220 nm (UV-lejano) y 291 nm (UV-cercano), entre 20 y 90 ºC a una 
velocidad constante de barrido 20 ºC/h y tomando puntos cada 0.2 ºC. Finalizada la rampa de 
desnaturalización térmica, la reversibilidad se comprobó inmediatamente después repitiendo el 
espectro de CD de la proteína bajo las mismas condiciones iniciales. Las curvas de 
desnaturalización/renaturalización en función de la concentración de GdnHCl se obtuvieron 
midiendo la variación de la señal a 220 nm a 20 ºC. Para ello se obtuvo la media del valor a esta 
longitud de onda durante 10 min, con tiempo de respuesta de 8 s e intervalos de 10 s. 
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6.3. Desnaturalización inducida por temperatura y por agentes químicos estudiada por 
fluorescencia intrínseca del triptófano.  
 
Las condiciones experimentales de adquisición de los espectros de emisión de fluorescencia 
fueron las mismas que las indicadas en el apartado 4.3.1. La concentración de PsbQ se mantuvo 
en 5 µM y se excitó específicamente el residuo de triptófano a 295 nm. Las curvas de 
desnaturalización por inducción química y térmica se obtuvieron midiendo la intensidad de 
emisión de fluorescencia a 320 nm entre 0 y 6.0 M de GdnHCl a 20 ºC, y entre 20 y 90 ºC, 
respectivamente. 
  
6.4. Calorimetría diferencial de barrido (DSC). 
 
El equipo de DSC mide la variación de la capacidad calorífica de una disolución de proteína en 
función de la temperatura (Privalov & Potekhin, 1986) (Sanchez-Ruiz, 1995). Los calorímetros 
operan en modo diferencial, cargándose la disolución de  la proteína en la celda de muestra y el 
mismo volumen de tampón en la celda de referencia. El sistema se calienta quasi-
adiabáticamente a una velocidad constante. Debido a la diferencia en la capacidad calorífica 
entre las disoluciones en la celda de muestra y la celda de referencia, se requiere una cierta 
cantidad de potencia eléctrica para minimizar la diferencia de temperatura entre las dos celdas. 
Al normalizar esta diferencia en potencia (J/s) según la velocidad de muestreo (K/s), se obtiene 
una medida directa de la diferencia de capacidad calorífica entre la disolución de proteína y la 
disolución de referencia (J/K), ∆Cprot,disolv. Este valor se transforma en exceso de capacidad 
calorífica de la proteína en disolución, CP, teniendo en cuenta la masa y el volumen específico de 
la proteína que se estudia, la capacidad calorífica y volumen específico del disolvente y tomando 
como referencia el estado nativo, además de corregir la señal según el instrumento de medida 
específico (Privalov, 1980) (Jelesarov & Bosshard, 1999) (Figura 21). 
Las medias calorimétricas se realizaron en un microcalorímetro diferencial de barrido 
tipo Microcal MCS (MicroCal), equipado con celdas de metal de 1.21 mL de capacidad. Las celdas 
calorimétricas se mantuvieron bajo una sobrepresión de 2 atm para evitar la formación de 
burbujas durante los experimentos. La concentración de proteína varió entre 1.0 y 3.0 mg/mL 
(60-180 µM). Se registraron varios termogramas del tampón para establecer la línea de base. La 
desnaturalización se realizó entre 20 y 95 ºC, a una velocidad de barrido de 20 y 30 ºC/h. La 
adquisición y el análisis de los datos calorimétricos se realizó usando los programas MCS y 
MicroCal Origin. A los termogramas obtenidos para PsbQ, se les sustrajo la señal 
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correspondiente a la línea de base obtenida por la medida tampón (celda de muestra)-tampón 
(celda de referencia); los datos se transformaron en exceso de capacidad calorífica según la 
concentración de la proteína y el volumen de la celda. La reversibilidad del proceso de 
desnaturalización se comprobó comparando los termogramas de la misma muestra tras dos 
medidas consecutivas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Representación de un calorímetro diferencial de barrido. En el equipo de DSC se realiza un 
barrido de temperatura a velocidad constante sobre las celdas que contienen la muestra y el tampón de 
referencia. Un calentador (CFB), mediante un mecanismo de retroalimentación, controla la diferencia de 
temperatura entre ambas celdas. Cualquier diferencia de temperatura momentánea entre éstas durante 
el calentamiento, como consecuencia por ejemplo de la aparición de un fenómeno endotérmico como es el 
proceso de desplegamiento de una proteína, se detecta por el termosensor (TS). La señal eléctrica de 
este TS se traduce en el suministro de un exceso de potencia eléctrica, mediante un proceso controlado 
por ordenador, a la celda de menor temperatura para restablecer rápidamente la igualdad de 
temperaturas entre las dos celdas. Esta señal registrada es proporcional a la potencia en exceso que, a 
velocidad de barrido constante, es directamente proporcional a la diferencia de capacidad calorífica 
entre ambas celdas. Todo el proceso se realiza de manera adiabática por lo que hay un tercer controlador 
de temperatura (JFB) que mantiene la diferencia de temperatura, entre la coraza adiabática y la celda de 
referencia, constante e igual a esta última. En el termograma obtenido por DSC de una proteína que se 
desnaturaliza en dos estados, el máximo del pico endotérmico corresponde a la Tm de desnaturalización, el 
área bajo la curva es proporcional a la ∆Hcal y la diferencia entre las pendientes pre- y post-transicionales 
se relaciona con el ∆CP, siendo CPN y CPD la capacidad calorífica a presión constante asociada al estado 
nativo y desnaturalizado, respectivamente (Imagen cedida por Dra. M. Menéndez).  
Sistema de control 
de la cubierta
∆T2
∆T1
∆T1
Sistema de control 
celda de muestra
C
FB
  S
EÑ
A
L
ORDENADOR
SENSOR TEMPERATURA
∆T2JFB
TS
2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0
0
5
T (ºC)
C
p 
(k
ca
l/m
ol
/ºC
)
Tm
CPD
CPN
C
FB
  S
EÑ
A
L
TS
C
p 
(k
ca
l/m
ol
/ºC
)
  69 
Materiales y Métodos 
6.5. Análisis de datos. 
 
 6.5.1. Desnaturalización por agentes químicos.  
Para un modelo de dos estados en el cual sólo están presentes el estado nativo y el estado 
desnaturalizado (N↔D), se ha descrito que la energía libre asociada al proceso de 
desplegamiento químico, ∆GD, se relaciona linealmente con la concentración de agente 
desnaturalizante en la región de transición, en lo que se conoce como Método de Extrapolación 
Lineal (L.E.M.), según la ecuación (Pace, 1986): 
 
[ ]GdnHClmGG OHDD ⋅−∆=∆ 2  [17] 
 
siendo m la pendiente de la recta obtenida al representar ∆GD en función de la concentración de 
agente desnaturalizante en la zona de transición, estando su valor relacionado con el cambio en 
el área de exposición al disolvente de los residuos apolares; y, ∆GDH2O, la estabilidad 
conformacional de la proteína, en ausencia de agente desnaturalizante, obtenida por 
extrapolación lineal. La energía libre de desplegamiento, ∆GD, y el valor de la propiedad 
espectroscópica medida, y, están relacionadas según la constante de equilibrio, KD, según la 
ecuación:  
 
( ) ( )RTGyyyyK DDND /exp)(/ ∆−=−−=  [18] 
 
siendo yN y yD los valores de elipticidad o intensidad de emisión de fluorescencia de las formas 
nativas y desnaturalizadas de la proteína, respectivamente, y R la constante de los gases. Los 
valores yN e yD mostraron una dependencia lineal con la concentración de GdnHCl según, 
 
[ ]GdnHClsyy iii ⋅+= 0  [19] 
 
siendo yi0 y si los valores del parámetro correspondiente en ausencia de agente desnaturalizante 
para el estado i y su dependencia con la concentración de GdnHCl, respectivamente. La 
sustitución de los valores de yN e yD obtenidos por la ecuación [19] permite determinar los 
parámetros termodinámicos m y ∆GDH2O según un ajuste por regresión no lineal por mínimos 
cuadrados de los datos experimentales a la ecuación [18]. 
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 6.5.2. Desnaturalización por agentes térmicos.  
 
A partir de la ecuación [18] y teniendo en cuenta la ecuación de Gibbs-Helmholtz (Becktel & 
Schellman, 1987), ecuación [23], los parámetros termodinámicos correspondientes al 
desplegamiento térmico, temperatura de desnaturalización (Tm) y cambio de entalpía durante el 
proceso de desplegamiento (∆HvH), pueden calcularse para un proceso reversible que ocurre en 
dos estados según: 
 
( ) ( )[ ]TRTTTHyyyy mmvHNDD /)(exp1/ −∆+−−=   [20] 
 
siendo y la propiedad espectroscópica medida cuya magnitud varía con T; yN e yD, los valores de 
elipticidad o intensidad de emisión de fluorescencia de las formas nativas y desnaturalizadas de 
la proteína, respectivamente. Los valores yN e yD mostraron una dependencia lineal con la 
temperatura según, 
 
Tmyy iii ⋅+= 0  [21] 
 
siendo yi0 y mi los valores del parámetro correspondiente a 0 K para el estado i y su dependencia 
con la temperatura, respectivamente. La sustitución de los valores de yN e yD por la ecuación 
[21] permite determinar los parámetros termodinámicos Tm y ∆HvH por un ajuste por regresión 
no lineal por mínimos cuadrados de los datos experimentales a la ecuación [20]. 
 
 6.5.3. Medidas calorimétricas.  
 
La determinación de la temperatura de desnaturalización, Tm, y la entalpía calorimétrica, ∆Hcal, 
se realizó analizando los termogramas con el programa Origin 5.0 (Microcal Inc.). Considerando 
una transición en dos estados, la entalpía de van't Hoff a la Tm, ∆HvH, se calcula a partir de la 
curva de transición calorimétrica según la ecuación (Privalov, 1979): 
 
)()(4)( 2 mcalmmmvH THTCpRTTH ∆=∆  [22] 
 
siendo Cp(Tm) el exceso de capacidad calorífica molar a la Tm. La relación ∆Hcal/∆HvH, es una 
medida del grado en el que la unidad cooperativa de desplegamiento experimenta una transición 
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en dos estados. Por tanto, un valor próximo a la unidad indica la validez del modelo asumido de 
transición de dos estados para la proteína monomérica (Privalov, 1979) (Sturtevant, 1987). Una 
relación mayor a la unidad implica la presencia de intermedios de desplegamiento, mientras que 
una relación menor de la unidad indica que podrían haber interacciones intermoleculares, como 
cambios en el estado de oligomerización.  
 La curva de estabilidad de una proteína que se despliega en un proceso de dos estados - 
siendo este proceso reversible, estable durante el cambio de temperatura y experimentado un 
cambio de capacidad calorífica constante y mayor de cero- se obtiene a partir de la ecuación de 
Gibss-Helmholtz (Becktel & Schellman, 1987): 
 
[ ])/ln()/1()( mmPmvH TTTTTCTTHTG +−∆−−∆=∆   [23] 
 
siendo ∆G la energía libre de Gibbs asociada al proceso de desnaturalización a una determinada 
temperatura T, ∆HvH es el cambio de entalpía entre los dos estados a la temperatura de 
desnaturalización (Tm), y ∆Cp es el cambio de capacidad calorífica entre los dos estados a 
presión constante. La pendiente de dicha representación a la temperatura Tm es el cambio de 
entropía del proceso (-∆Sm). Aunque en teoría el valor de ∆Cp se podría obtener de los 
termogramas, experimentalmente el procedimiento recomendado es a partir de la variación de 
∆Hcal con Tm a diferentes valores de pH (Privalov, 1979), según la ecuación: 
 
p
m
cal C
dT
Hd ∆=∆   [24] 
 
 El cálculo de la diferencia entre el número de protones del estado desnaturalizado (D) y 
el estado nativo (N) debido al proceso de desnaturalización, ∆ν, se obtuvo según la ecuación 
(Becktel & Schellman, 1987): 
 
dpH
dT
RT
H m
m
⋅∆=∆ 210lnν  [25] 
 
siendo ∆H la entalpía asociada al proceso de desnaturalización; R, la constante de los gases; Tm 
la temperatura en el punto medio de la transición. 
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1. Análisis evolutivo de las proteínas extrínsecas del OEC 
 
El análisis del patrón de la presencia/ausencia de las proteínas extrínsecas del OEC en los 
diferentes organismos oxi-fotosintéticos se muestra en la Tabla III. Excepto el gen de psbV 
que se codifica en el cpDNA, el resto de los genes de las proteínas extrínsecas del OEC en 
organismos eucariotas (psbO, psbP, psbQ, psbR y psbU) se localizan en los genomas nucleares. 
Se confirma que la proteína PsbO es la única subunidad extrínseca presente en el PSII 
de todos los organismos oxi-fotosintéticos analizados (Apéndice I, A). Ninguna proteína con 
homología de secuencia a esta subunidad se ha localizado en los genomas de los organismos 
anoxi-fotosintéticos (Chlorobium tepidum, Chloroflexus aurantiacus, Rhodopseudomonas 
palustris) que también poseen RC de tipo II. Tampoco se relacionó estructuralmente esta 
subunidad con ninguna otra de organismos anoxi-fotosintéticos realizando búsquedas por 
homología en la base de datos DALI (Holm & Sander, 1996), considerando la estructura de PsbO 
resuelta por cristalografía de rayos-X (Ferreira et al, 2004). 
 Las proteínas extrínsecas, PsbU y PsbV, forman junto con PsbO el bien caracterizado 
OEC en cianobacterias (Ferreira et al, 2004). En la búsqueda de estas secuencias en los genomas 
completos se encontró que, aunque estas dos proteínas participan en el OEC de Gloeobacter y en 
la oxi-fotobacteria verde P. marinus  MIT9313, no se localizan en el OEC de los organismos P. 
marinus MED4 ni de SS120. No se ha encontrado ninguna proteína homóloga de PsbU en ninguno 
de los genomas de Chlamydomonas, Arabidopsis ni Oryza. Sin embargo, PsbV sí muestra 
homología en secuencia (y estructural) con el citocromo c6, que se localiza en muchos organismos 
fotosintéticos de eucariotas, aunque su función no está asociada al OEC (Sawaya et al, 2001). 
Estos dos citocromos tienen, además, similitud estructural con el citocromo c2 de bacterias 
anoxi-fotosintéticas (e.g., código PDB 1hro), como se deduce de un alineamiento estructural por 
la base de datos de DALI (Holm & Sander, 1996). Un análisis del alineamiento de secuencias de 
las familias de PsbU y PsbV muestra que PsbV está más conservada entre organismos que PsbU, 
cuya familia muestra diferencias más significativas (Apéndice I, B y C) (Enami et al, 2003).  
El análisis de la proteína PsbP muestra la presencia de secuencias homólogas en todos 
los organismos oxi-fotosintéticos excepto en algas no verdes, aunque su genoma aún no está 
completamente secuenciado. En este estudio se ha detectado una proteína homóloga de PsbP en 
Gloeobacter, la cianobacteria más antigua (Apéndice I, D). Aunque hay homología entre PsbP de 
plantas verdes y de organismos procariotas oxi-fotosintéticos, ninguna de estas proteínas 
homólogas se ha detectado aún bioquímicamente en ninguna preparación del PSII de 
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cianobacterias, oxi-fotobacterias verdes o algas no verdes (Kashino et al, 2002). Además, se ha 
dectado homología entre la familia de proteínas de PsbP y otra familia de proteínas llamada 
TL26 ("Thylakoid lumenal protein 26 kDa) con función aún desconocida aunque, por el análisis de 
su péptido de tránsito, se prevé su localización en el lumen al contener su secuencia un motivo 
relacionado con el mecanismo de transporte Tat , similar al utilizado por PsbP para la entrada a 
este compartimento. Búsquedas de homólogos estructurales en la base de datos de DALI sólo 
relaciona a PsbP con la proteína de código PDB 1EQ6, una proteína en levadura reguladora del 
transporte nuclear de la proteína GTPasa Ran, aunque no parece que haya ninguna relación 
funcional entre ambas (Ifuku et al, 2004).  
Una búsqueda de secuencias homólogas de PsbQ en estos genomas proporciona un 
conjunto de proteínas en los organismos procariotas de baja identidad de secuencia con 
respecto a las proteínas PsbQ de plantas. Las proteínas con homología más cercana a plantas 
superiores son las que pertenecen a Synechocystis y Synechococcus. Una búsqueda más 
exhaustiva revela homología con genes en Anabaena y Thermosynechococcus, indicando que hay 
familias de genes cercanos a PsbQ (PsbQ-like) en cianobacterias (Apéndice I, Ea). De hecho, el 
producto del gen Synechocystis (sll1638) se ha detectado en preparaciones bioquímicas del 
PSII aislado (Kashino et al, 2002) lo que indicaría que esta proteína podría estar unida al OEC en 
determinadas circunstancias. No se encontró ninguna proteína homóloga a PsbQ en los genomas 
de Gloeobacter ni en las oxi-fotobacterias verdes. En el caso de algas no verdes se ha 
secuenciado recientemente la proteína de 20 kDa en Cyanidium que muestra una clara homología 
con PsbQ de plantas, y a cuyo gen se le ha denominado psbQ' (Ohta et al, 2003). Además, PsbQ 
presenta similitud (43 % de residuos conservados o con propiedades físico-químicas similares) 
con la región N-terminal de la familia de proteínas TLP40 ("thylakoid lumenal protein 40 kDa") 
(Apéndice I, Eb). Ésta es una familia de proteínas presente en todos los organismos oxi-
fotosintéticos de la que se ha deducido una doble función: (a) actividad peptidil-prolil isomerasa, 
en su extremo C-terminal, con actividad auto-catalítica; (b) activiad proteolítica asocida con la 
proteína D1 (Fulgosi et al, 1998).  
En relación con la proteína PsbR, ésta sólo se ha localizado en el OEC de plantas 
superiores y algas verdes (Apéndice I, F).  
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Tabla III. Detección de las proteínas extrínsecas del OEC en los genomas completos de los organismos 
fotosintéticos. El color azul muestra la presencia de la proteína (identidad de secuencia mayor a un 30 % y un "e-
value" en BLAST mayor a 10-3 en la familia). El color naranja indica la presencia de proteínas homólogas y el color 
amarillo indica homología remota (entre 20-30 % de identidad de secuencia considerando como guía la secuencia 
de espinaca). Un guión implica la ausencia de la subunidad. En el caso de Cyanidium caldarium (**) el genoma aún 
está incompleto y la ausencia de PsbP y PsbQ está basado en estudios bioquímicos (Enami et al., 1998; Ohta et al., 
2003), aunque se marca con una interrogación. 
 
PROTEÍNAS PsbO PsbP PsbQ PsbR PsbU PsbV
(33 kDa ) (23 kDa) (16 kDa) (10 kDa) (9-12 kDa) (citocromo c 550)
 ORGANISMOS  
  EUCARIOTAS
Plantas superiores
Arabidopsis thaliana   nDNA nDNA nDNA nDNA – –
Algas verdes
Chlamydomonas reinhardtii  nDNA nDNA nDNA nDNA – –
Algas no verdes
** Cyanidium caldarium  nDNA – (?) – (PsbQ' ?) – nDNA cpDNA
PROCARIOTAS
oxifotobacteria
Cianobacteria   
Synechocystis sp. PCC6803  homolog homolog –
Anabaena sp. PCC7120  homolog homolog –
Thermosyn. elongatus BP1  homolog homolog –
Synechococcus sp.WH8102  homolog homolog –
Gloeobacter v. PCC7421  homolog – –
Oxi-fotobacteria verde  
Prochlorococcus m. MED4 homolog – – – –
Prochlorococcus m. SS120 homolog – – – –
Prochlorococcus m. MIT9313 homolog – –
PROCARIOTAS
  anoxi-fotobacteria
Bacterias verdes del azufre
Chlorobium tepidum TLS  – – – – – –
Bacterias verdes  
Chloroflexus aurantiacus  – – – – – –
Bacterias rojas
Rhodopseudomonas palustris – – – – – c 2  
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Figura 22. Esquema simplificado de la distribución en diferentes tipos de oxi-fotótrofos de las proteínas 
extrínsecas en el OEC del PSII. Las proteínas extrínsecas que actualmente se conoce que forman parte 
del OEC se representan en trazo continuo. Aquéllas en las que hay cierta incertidumbre se dibujan de 
forma punteada y se han separado de la membrana. Las flechas indican el camino evolutivo probable 
desde procariotas hasta eucariotas. Las proteínas extrínsecas se representan como O, P, Q, U, V, Q' que 
hacen referencia, respectivamente, a PsbO, PsbP, PsbQ, PsbU, PsbV y PsbQ'.  
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Figura 23. Árbol filogenético obtenido para la proteína PsbO en un amplio espectro de organismos 
(33 secuencias). (A) Árbol sin raíz, usando Gloeobacter como grupo inicial, según el método de 
Neighbor-joining (NJ) excluyendo las posiciones con inserciones o delecciones. (B) Árbol dibujado 
como cladograma rectangular en el que se ha colapsado los nodos con bajo valor de estabilidad. (C) 
Árbol radial sin raíz. El asterisco marca que la rama que incluye a Nicotiana tabacum, Solanum 
tuberosum y Lycopersicon esculentum está respresentada por Lycopersicon esculentum (LYCES).  
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En la Figura 22 se presenta una imagen de la distribución de las proteínas extrínsecas 
en el OEC de los diferentes organismos oxi-fotosintéticos.La construcción de esta figura está 
basada en el árbol filogenético obtenido al analizar las secuencias de la familia de PsbO (Figura 
23), única subunidad presente en todos los organismos oxi-fotosintéticos, cuyo análisis puede 
ser útil para trazar la evolución molecular del OEC. La construcción de este árbol filogénetico se 
ha realizado considerando las 33 secuencias conocidas de la proteína PsbO depositadas en las 
bases de datos públicas (Apéndice I, A), que se alinearon usando el programa de alineamiento 
múltiple de secuencias CLUSTALX. El estudio filogenético se realizó a partir de este 
alineamiento por diferentes métodos como son Neighbor-joining (NJ), Maximum parsimony (MP) 
y Maximum likelihood (ML). La estabilidad de los nodos de los árboles obtenidos por los métodos 
NJ y MP se estudió por bootstrapping (sobre 1000) con el programa PHYLYP; en el caso de ML, 
se realizó un estudio del soporte del valor de los nodos sobre 100 con TREE-PUZZLE. Algunas 
ramas propuestas por el método de NJ no fueron iguales a las obtenidas en MP o ML, por lo que  
el valor correspondiente no se ha incluido en la Figura 23, anotándose este caso con un guión (-). 
Las ramas principales se indican con números romanos: (i) fuera de grupo (outgroup), (ii) oxi-
fotobacteria, (iii) eucariotas, (iv) algas no verdes, (v) plantas verdes, (vi) algas verdes y (vii) 
plantas superiores. Las secuencias de PsbO de cada organismo se indican con un código de cinco 
letras junto con el código numérico en las bases de datos: ANASP, P13907 Nostoc sp. PCC 7120; 
ARATH, Q9S841 Arabidopsis thaliana; BIGNA, AY267635 Bigelowiella natans; BRUGY, Q9LRC4 
Bruguiera gymnorrhiza; CHLRE, P12853 Chlamydomonas reinhardtii; CYAA5, Q9R6W6 
Cyanothece sp. ATCC 51142; CYACA, Cyanidium caldarium; DUNSA, Dunaliella salina;; EUGGR, 
P46483 Euglena gracilis; FRIAG, O49079 Fritillaria agrestis; GLOVI, Gloeobacter violaceus 
PCC7421; HETAK, AY130990 Heterosigma akashiwo; HETTR, Q8L879 Heterocapsa triquetra; 
ISOGA, Q8L878 Isochrysis galbana; KARBR, Q8L880 Karenia brevis; LYCES, P23322 
Lycopersicon esculentum; NICTA, Q40459 Nicotiana tabacum; NOSPU, Nostoc punctiforme; 
ORYSA, Q943W1 Oryza sativa; PHATR, Q84XB9 Phaeodactylum tricornutum; PISSA, P14226 
Pisum sativum; PMMED, Prochlorococcus marinus MED4; PMMIT, Prochlorococcus marinus 
MIT9313; PMSS1, Prochlorococcus marinus SS120; SOLTU, P26320 Solanum tuberosum; 
SPIOL, P12359 Spinacia oleracea; SYNEL, P55221 Thermosynechococcus elongatus BP-1; 
SYNP7, P11472 Synechococcus sp. PCC7942; SYNWH, Synechococcus sp. WH8102; SYNY3, 
P10549 Synechocystis sp. PCC 6803; TRIAE, P27665 Triticum aestivum; TRIER Trichodesmium 
erythraeum; VOLCA, Q9SBN6 Volvox carteri f. nagariensis. 
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2. Preparación y caracterización de la muestra de PsbQ 
 
2.1. Aislamiento de la proteína PsbQ nativa de espinaca y purificación. 
 
El proceso de extracción de las proteínas extrínsecas del PSII en espinaca se conoce desde los 
años 80 y consiste en incubar las membranas enriquecidas en PSII con altas concentraciones de 
NaCl, CaCl2 o Tris (Seidler, 1996). Al tratar con 1 M NaCl se despegan de la membrana las 
subunidades PsbP y PsbQ. Tratamientos con 0.8 M Tris-HCl 8.4 ó 1 M CaCl2 eliminan, además de 
PsbP y PsbQ, la proteína PsbO. Sin embargo, el aislamiento y purificación de la proteína PsbQ 
nativa de espinaca se complica debido a la co-extracción de una proteína asociada a la 
membrana, con actividad latente de prolil-endopeptidasa, al lavar las partículas de PSII con 
altas fuerzas iónicas (Kuwabara et al, 1986). La función de esta peptidasa se activa a baja fuerza 
iónica (<100 mM), con la consecuente degradación de la proteína PsbQ tras la prolongada diálisis 
necesaria para la eliminación de sal descrita en los protocolos de purificación. El uso de 10 mM 
CuCl2 propuesto para aislar la proteína PsbQ de las partículas de PSII se basa en las 
experiencias del grupo de Styring (Jegerschold et al, 1995). Este grupo, al estudiar el efecto del 
Cu2+ en la actividad del PSII por resonancia de espin electrónico, encontró que cuando se añadía 
CuSO4 a las preparaciones del PSII había una pérdida del 90 % de la proteína PsbQ del PSII 
mientras que las otras dos proteínas extrínsecas, PsbO y PsbP, prácticamente no se separaban 
de la membrana. Otros estudios además sugieren que la presencia de Cu2+ en concentraciones 
(sub)milimolares inhibe la actividad de la peptidasa específica de PsbQ de espinaca a baja 
fuerza iónica (Kuwabara & Suzuki, 1994). Por tanto, eludimos las desventajas de los lavados del 
PSII con altas fuerzas iónicas haciendo uso del efecto del Cu2+ en las partículas del 
fotosistema. En este caso, si la proteína prolil-endopeptidasa se hubiera co-extraído con estos 
lavados sería de esperar que su actividad estuviera en gran parte inhibida por la presencia de 10 
mM CuCl2. Además, no es necesario realizar una diálisis prolongada de la preparación previa a la 
purificación cromatográfica, debido a la baja fuerza iónica empleada.  
Tras el tratamiento de las partículas de PSII con 10 mM CuCl2 en 20 mM Mes pH 6.5 
durante 1 h a temperatura ambiente se obtuvo una disolución que contenía PsbQ, y en menor 
proporción, PsbO y algo de PsbP (Figura 24A, c). El primer paso de la purificación se llevó a 
cabo en una columna de intercambio catiónico HiTrap SP (Amersham Pharmacia) donde el punto 
isoeléctrico básico de PsbQ (∼9.2) fue una ventaja para este proceso de purificación. Las 
primeras pruebas nos indicaron una alta afinidad de unión entre PsbP y PsbQ, posiblemente 
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reflejando su fuerte unión electrostática nativa en el PSII pues teóricamente a este pH la 
proteína PsbP no debería de haberse unido a la columna (pI∼6.0). Para minimizar la fuerte 
interacción electrostática entre estas dos subunidades, y así evitar una co-purificación de PsbP 
con PsbQ y además eliminar cualquier traza de Cu2+, se lavó la columna tras la inyección de la 
muetra con 35 mM de NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA durante 10-15 mL. Tras este 
lavado comenzó el gradiente lineal de sal (35-250 mM), con el que se consiguió fracciones 
enriquecidas en PsbQ. Estas fracciones se concentraron y se pasaron a través de la columna de 
filtración Superdex-200. En las fracciones puras de PsbQ (Figura 24A, d) no se observó ningún 
proceso de degradación, por lo que este protocolo de purificación se consideró apto para la 
obtención de PsbQ nativa. El rendimiento medio se estimó en 2-3 mg de proteína por 1 Kg de 
hoja fresca de espinaca de partida. 
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Figura 24. SDS-PAGE. Etapas de purificación de PsbQ de espinaca (A) PsbQ nativa: (a) partículas de 
PSII-control, (b) partículas de PSII lavadas con 10 mM CuCl2, (c) sobrenadante de las partículas de 
PSII lavadas con 10 mM CuCl2, (d) proteína PsbQ purificada tras pase por columna de filtración 
Superdex 200; (B) PsbQ recombinante: (a) células de E.coli no inducidas, (b) células inducidas por 
IPTG, (c) pase a través de la columna HiTrap SP, (d) pase a través de las columna Superdex 200.  
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2.2. Expresión de la proteína PsbQ de espinaca recombinante y purificación. 
 
2.2.1. Construcción del vector de expresión.  
 
Con objeto de expresar la proteína PsbQ madura se amplificó por PCR el cDNA de la proteína 
PsbQ clonada en pSoc16.11 y se clonó el cDNA de psbQ maduro en el vector de expresión 
pET12a, construcción que se denominó JR2592. La región ompT de este vector, que codifica la 
proteína de membrana externa OmpT, se eliminó usando las enzimas de restricción Nde I y 
BamHI, de manera que en JR2592 no hubo fusión entre las proteínas PsbQ y OmpT. De esta 
forma, la proteína recombinante se acumuló en el espacio citoplasmático de E.coli 
BL21(DE3)pLysS. El oligonucleótido utilizado para la amplificación incluía el codón de iniciación 
ATG formando parte del sitio de restricción de NdeI. La proteína recombinante así obtenida 
tenía una secuencia idéntica a la depositada en la base de datos de SWISSPROT 
(PSBQ_SPIOL), excepto por la metionina inicial. 
  
2.2.2. Expresión y purificación de PsbQ recombinante. 
 
La sobreexpresión de PsbQ recombinante se indujo a una densidad óptica de 1.2 cm-1 a 550 nm y 
el tiempo de incubación fue de 15-18 h a 28 ºC. Las células se resuspendieron y sonicaron en 0.8 
M Tris-HCl pH 8.4 con el fin de mimetizar uno de los tampones de lavado usados en la 
eliminación de las proteínas extrínsecas del PSII unidas a la superficie de la membrana del 
tilacoide (Ljungberg et al, 1983).  
El proceso de purificación fue similar al utilizado para PsbQ nativa. El primer pase 
cromatográfico se realizó en una columna de intercambio catiónico HiTrap SP (Amersham 
Pharmacia) donde el punto isoeléctrico básico de PsbQ (∼9.2) vuelve a ser una ventaja para este 
proceso de purificación. Se consiguió una disolución de PsbQ de una pureza, aproximadamente, 
del 90 %. El segundo paso de la purificación se realizó en una columna de filtración Superdex 
200 (Amersham Pharmacia). La disolución obtenida de PsbQ fue de una pureza superior al 95 %. 
Específicamente, para el análisis de PsbQ por espectroscopía de infrarrojos se sustituyó el 
tampón inicial, que contenía 20 mM Tris-HCl pH 8.0, por otro tampón, que contenía 20 mM 
K2HPO4/KH2PO4 pH 8.0. En el gel (Figura 24B, d) no se identificaron productos de degradación 
de PsbQ recombinante en estas muestras. El rendimiento medio usando este procedimiento para 
la obtención de PsbQ nativa se estimó en 10-12 mg de proteína por 1 L de cultivo de partida.  
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2.3. Estudios por ultracentrifugación analítica. 
 
El análisis de la estabilidad de la proteína en disolución y de los parámetros hidrodinámicos se 
realizó mediante la técnica de ultracentrifugación analítica. A partir de la secuencia de 
aminoácidos de la proteína PsbQ recombinante, se calculó la masa molecular teórica de la misma, 
que resultó en 16.65 kDa. El volumen específico parcial calculado teóricamente a partir de la 
composición de aminoácidos, resultó en 0.7398 mL/g, siendo la densidad del tampón 1.0040 
mg/ml. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la Figura 25 se muestran los resultados de los experimentos de equilibrio de 
sedimentación de PsbQ en 20 mM Tris-HCl pH 8.0. En esta figura, en el panel (A) se representa 
la absorbancia en función de la distancia radial a 20 ºC, fijando la masa molecular en el valor 
obtenido teóricamente. Se observa que la proteína PsbQ sedimenta en el equilibrio con un 
Figura 25. Experimentos de equilibrio de sedimentación. (A) Representación de la absorbancia a 280 
nm de la proteína PsbQ en función de la distancia radial a 15000 g. (B) Representación del Ln(A) a 
280 nm en función de la distancia radial. (C) Distribución de la masa molecular aparente en función 
de la concentración. Estas representaciones muestran que PsbQ es un monómero en disolución de 
masa molecular de 16.65 kDa.  
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gradiente radial mono-exponencial. Esta curva se ajustó por el método no lineal de mínimos 
cuadrados a la ecuación [3], que corresponde a un único soluto ideal. El buen ajuste indica que 
hay una sola especie molecular en el equilibrio, aunque en el gráfico residual se aprecia una 
ligera desviación de la idealidad. Además, la representación de Ln(Abs) frente a la distancia 
radial muestra una distribución lineal, panel (B), característico de una disolución homogénea. Por 
tanto, se concluye que, en estas condiciones experimentales, la muestra de la proteína PsbQ no 
presenta agregación ni efectos de oligomerización, y que la proteína se encuentra homogénea en 
disolución como un monómero. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Experimentos de velocidad de sedimentación. (A) Representación de la absorbancia a 280 
nm de la proteína PsbQ en función de la distancia radial a 200000 g, medidos cada 10 min. (B) 
Representación la función de distribución del coeficiente de sedimentación de PsbQ.  
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En la Figura 26A se presentan los patrones de distribución de la concentración en los 
experimentos de velocidad de sedimentación de la proteína PsbQ en 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 
según la ecuación de Lamm [4]. Los datos experimentales se analizaron con la función 
implementada en el programa SEDFIT (Schuck, 2000) sobre la cual se realizó un ajuste no lineal 
por mínimos cuadrados al modelo de una especie. El coeficiente de sedimentación obtenido fue s 
= 1.40 S (Figura 26B) y el de difusión D = 7.8x10-7 cm2/s. La exactitud del ajuste se confirmó 
calculando la masa molecular de la proteína a partir de la ecuación [5] resultando en 16.7 kDa, 
valor experimental que coincide con el calculado teóricamente (16.65 kDa). Estos valores de s y 
D corresponderían a una proteína elongada en disolución (Selivanova et al, 2003). El valor del 
coeficiente de sedimentación se corrigió a condiciones estándar, 20 ºC en agua, según ecuación 
[6] resultando en s20,w = 1.42 S.  
Los datos hidrodinámicos obtenidos para PsbQ se analizaron con el programa 
SEDNTERP usando el método v-bar para estimar el grado de asimetría de las partículas al 
sedimentar (Laue, 1992). Este método permite modelar la proteína al sedimentar como un 
elipsoide de revolución, tipo prolato u oblato, o un cilindro. A partir de las ecuaciones [7] y [8] 
se obtuvo un valor de Ro de 1.7 nm y de Rs de 2.69 nm. El valor del coeficiente de fricción (f/fo) 
resultó en 1.6, sugiriendo que PsbQ es una proteína elongada en disolución. En la Tabla IV se 
muestran los valores de la relación axial a/b obtenidos para los modelos de sedimentación 
usando diferentes elipsoides de revolución, utilizando un valor de 0.4307 g H20/g de proteína 
para la hidratación de la proteína, estimado a partir de la secuencia de aminoácidos.  
 
 
 
 
 
Modelo de revolución Prolato Oblato Cilindro 
Relación axiala (a/b) 6.74 7.69 6.70 
2ab (nm) 14.11 7.81 12.30 
2bc (nm) 2.09 1.02 1.83 
 
 
 
Tabla IV. Modelos de revolución que representarían la 
sedimentación de PsbQ a Relación D/L en el modelo cilíndrico; b L, 
longitud, en el modelo cilíndrico; c D, diámetro en el modelo 
cilíndrico. 
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3. Estudio de la estructura secundaria de PsbQ por técnicas 
bioinformáticas y por técnicas biofísicas 
 
3.1. Análisis de la estructura 1D de PsbQ por técnicas bioinformáticas. 
 
 3.1.1. Búsqueda en las bases de datos de proteínas homólogas de secuencia. 
 
Un análisis de homología en las bases de datos públicas que relacionara una familia de secuencias 
de proteínas de estructura conocida con la familia de PsbQ podría proporcionar información 
acerca del plegamiento de esta subunidad del PSII. El primer tipo de búsqueda que se realizó 
fue de homología de secuencia cercana, según el algoritmo de BLASTP (Altschul et al, 1997), 
mediante el cual se exploró todo el espacio de secuencias conocidas, y se consideraron aquellas 
secuencias cuya identidad con respecto a PsbQ era mayor del 30%. Se utilizó como referencia 
la secuencia de la proteína madura de PsbQ de Spinacia oleracea. Los resultados de homología 
se confirmaron por búsquedas cruzadas y se obtuvo una familia de PsbQ formada por 8 
secuencias de plantas superiores (PSBQ_SPIOL Spinacia oleracea; PSBQ_ONOVI Onobrychis 
viciifolia; PSQ1_ARATH Arabidopsis thaliana; PSQ2_ARATH Arabidopsis thaliana; PSQ1_MAIZE 
Zea mays; PSQ2_MAIZE Zea mays; PSBQ_ORYSA Oryza sativa; PSBQ_PISSA Pissum sativum), 2 
secuencias de algas verdes (PSBQ_CHLRE Chlamydomonas reinhardtii; PSBQ_VOLCA Volvox 
carteri), una secuencia de un alga ameboflagelada que ha sufrido endosimbiosis secundaria 
(PSBQ_BIGNA Bigelowiella natans) y la recién secuenciada proteína extrínseca de 20 kDa de 
algas rojas (Cyanidium caldarium) (Figura 27). Esta última es evolutivamente la más divergente, 
menos de un 20 % de identidad, y su secuenciación ha dado un gran impulso al estudio evolutivo 
de las familias de las proteínas extrínsecas del PSII (Ohta et al, 2003). Sin considerar esta 
última secuencia, en la familia de PsbQ el porcentaje medio de identidad de secuencia entre 
plantas es de un 63.5 %, entre algas es de un 54.4 % y entre plantas y algas se encuentra 
alrededor de un 30 %. Esta diferencia es más acusada en la región N-terminal hasta el motivo 
RAKVS en la posición 53 del alineamiento. En esta zona se localiza en plantas superiores una 
región de baja complejidad ("low-complexity region") muy conservada, enriquecida en residuos 
de glicina y prolina, G-[P,A,G]-P(2)-[P,A,L]-[P,L]-S-G(2)-L-[P,G] y Q-P-L-[P,A,S]-P. La prolina es 
un aminoácido con características especiales pues es el único cuyo grupo imino no puede formar 
puentes de hidrógeno; la glicina es el aminoácido más pequeño y, al ser su cadena lateral un 
átomo de hidrógeno, puede rotar más libremente que ningún otro residuo por lo que tiene un 
papel estructural muy importante (Branden & Tooze, 1999). Además, se comprueba observando la 
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distribución de cargas en el alineamiento, que esta zona de prolinas es menos hidrofílica en 
plantas superiores que en algas verdes.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La proteína PsbQ de Onobrychis viciifolia contiene un motivo de secuencia LGHMFI, en 
la posición 73-78 del alineamiento, mientras que en el resto de proteínas, y en esta misma 
posición, se encuentra un motivo muy conservado totalmente distinto, donde se incluye el único 
residuo de triptófano de la familia de proteínas (AWPYVQ). Si no es debido a un error de 
anotación o secuenciación, esta diferencia podría estar dando algún tipo de información. No 
obstante, cuando se traduce la secuencia de nucleótidos del gen (AF026400) correspondiente a 
la proteína PSBQ_ONOVI, usando la herramienta de traducción del servidor EXPASY, se 
 
Figura 27. Alineamiento de secuencias de la familia de PsbQ, formada por secuencias de plantas superiores, 
algas verdes y algas no verdes. Este algoritmo de alineamiento múltiple de secuencias colorea los residuos 
según sus propiedades y señala las posiciones totalmente conservadas con un asterisco (*), las altamente 
conservadas con dos puntos (:) y las menos conservadas con un punto (.), según la matriz de sustitución 
BLOSUM62.  
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encuentra el motivo AWPYV en un marco de lectura diferente (+2) al que está anotado en 
SWISSPROT (+3) y en una posición comparable a la del motivo LGHMF. Dado que con esta 
corrección el motivo altamente conservado coincide en todas las proteínas de la familia, se 
sugiere que la diferencia en este motivo en PSBQ_ONOVI sea debido a un error de anotación. 
La secuencia con el motivo modificado se anota en el alineamiento como PsbQmod_ONOVI. 
De modo general, en toda la familia de proteínas PsbQ se encuentran aminoácidos 
totalmente conservados, como es el caso del único triptófano (W74) de todas las secuencias. 
Este aminoácido aromático tiene la característica de que absorbe radiación UV a una longitud de 
onda muy específica (295 nm) y emite fluorescencia. Dicha emisión es dependiente de su 
entorno molecular y, por tanto, un estudio de fluorescencia de la proteína permitiría conocer el 
entorno estructural en el que se encuentra este aminoácido. Otros aminoácidos/motivos de 
secuencia conservados son: G17; R28D29; L32; R53; L81R82; L-R-[F,Y]-D-L (88-92); K99; K105; 
L-D-[F,H,Y,L]-A (124-127); K130; K137; L150, que podrían tener un papel funcional y/o 
estructural importante en PsbQ . 
Además, se pueden identificar aminoácidos determinantes de familias (“tree-
determinants”) que son posiciones conservadas dentro de las subfamilias pero diferentes entre 
éstas (Tabla V) y pueden ser importantes en relación con característicias específicas de la 
subfamilia como, por ejemplo, diferente interacción con otras subunidades.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
POSICIÓN PLANTAS SUPERIORES 
ALGAS 
VERDES 
9 G D 
11 P R 
18 L F 
39 R G 
43-44 QP AR 
50 A T 
57 A E 
59 -a +a 
85 A V 
87 Y T 
90 Y F 
108 L A 
115-117 KLF EFI 
Tabla V. Posiciones determinantes de familia 
en PsbQ estudiadas según la Figura 27. a En la 
posición 59, se sustituye un residuo con carga 
negativa por un residuo con carga positiva. 
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La búsqueda de homólogos remotos (20-30 % de similitud) se realizó con PSI-BLAST y 
HMMer donde se encontraron dos nuevas proteínas, Q9SGH4 y Q9XI73, ambas de Arabidopsis 
thaliana. Estas proteínas no tienen función ni estructura asignada aunque sí se predice su 
localización en el lumen del tilacoide (Schubert et al, 2002). Además de estas proteínas en 
eucariotas, las búsquedas relacionaron a la familia de PsbQ con proteínas hipotéticas de 
cianobacterias (e.g. P73048 Synechocystis sp. PCC 6803; AP003585 Nostoc sp. PCC 7120; véase 
apartado 1 en Resultados y Apéndice I, Ea). La proteína en Synechocystis sp. PCC 6803 se ha 
identificado bioquímicamente en preparaciones de PSII, aunque no se conoce ni su localización ni 
su función con respecto al PSII (Kashino et al, 2002). No se ha encontrado asociada al PSII en 
ningún estudio ni por microscopía electrónica ni por cristalografía de rayos-X (Ferreira et al, 
2004) (Bumba & Vacha, 2003). Las búsquedas, por último, relacionan a la familia de PsbQ con el 
extremo N-terminal de la familia de proteínas denominada TLP40 (Apéndice I, Eb) (Fulgosi et 
al, 1998). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28. Alineamiento de la superfamilia de PsbQ formada por la familia de PsbQ de plantas superiores, 
algas verdes y algas no verdes; la familia de proteínas de función desconocida en plantas superiores 
Q9XI73 y Q9SGH4; y la familia de proteínas de función desconocida de cianobacterias(ANASP, Nostoc 
sp. PCC 7120; SYNY3, Synechocystis sp. PCC 6803; TRIER, Trichodesmium erythraeum; SYNWH, 
Synechococcus sp. WH8102). La representación en el alineamiento de las subfamilias de las proteínas 
Q9XI73 y Q9SGH4 se ha completado con secuencias reconstruidas a partir de la base de datos de 
"etiquetas de secuencia expresadas" (EST, http://www.ncbi.nlm.nih/gov/dbEST/). Esta figura se 
complementa con la presentada en el Apéndice I, E 
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Se observa en el alineamiento de la superfamilia (Figura 28) la alta conservación de 
aminoácidos con propiedades hidrofóbicas (de color azul, por defecto, en el alineamiento por 
CLUSTALX), estando la homología en la superfamilia más acentuada en el extremo C-terminal 
del alineamiento. En el caso de la familia Q9SGH4 se comprueba que comparte el primer motivo 
de poliprolinas de PsbQ mientras que la familia Q9XI73 carece de este primer motivo y no 
alinea con el resto de la superfamilia en esta zona, aunque sí comparte con PsbQ el segundo 
motivo de poliprolinas. Las proteínas hipotéticas de cianobacterias muestran homología con la 
 
 
 
Figura 29. Dendrograma que muestra la relación filogenética de las proteínas que componen la superfamilia 
de PsbQ. El árbol se ha obtenido por el método de Neighbor-joining y en los nodos se indica la evaluación de 
la consistencia del árbol por bootstraping sobre 1000.  
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familia de PsbQ estando su porcentaje de identidad alrededor de un 21%. El árbol filogenético 
permite establecer la relación que existe entre las proteínas de la superfamilia y es una 
representación gráfica del alineamiento (Figura 29). En este estudio no se ha incluido la familia 
de proteínas TLP40.  
 
 3.1.2. Predicción de estructura secundaria de PsbQ por redes neuronales.  
 
La búsqueda por homología de secuencia no proporcionó ninguna proteína cuya 
estructura y/o función fuese conocida. Se hizo, por tanto, una predicción de la estructura 
secundaria y accesibilidad del disolvente de PsbQ utilizando el método del programa PROF. En la 
predicción se incluyó el alineamiento de la familia de PsbQ para aumentar la exactitud de la 
predicción (Figura 27 y 30). El resultado de esta red neural de predicción consiste en la 
asignación a lo largo de la secuencia de la probabilidad de que cada aminoácido pertenezca a una 
estructura de tipo α-hélice (H), hoja-β (E) u otra conformación (L), considerando para la 
asignación de cada residuo una ventana de 21 aminoácidos. Esta probabilidad viene cuantificada 
por un número que varía de 0 a 9 e indica el grado de fiabilidad, siendo más fiable la predicción 
cuanto más próximo esté a 9. En la figura se marcan en negrita las predicciones más fiables (≥ 
7). En cuanto a la predicción de accesibilidad del disolvente se indican con una “e” (“exposed”) 
los residuos más expuestos al disolvente y con una “b” (“buried”) los menos expuestos. Estos 
resultados se complementaron con los obtenidos por los programas PSIPRED, JPRED y SSPRO. 
La Tabla VI incluye el porcentaje mínimo y máximo estimado para cada componente de 
estructura secundaria al combinar los resultados de estos programas. La predicción más fiable 
se utilizó para determinar el porcentaje mínimo. En relación con la conformación de los primeros 
45 residuos, los programas predicen una pequeña contribución de hoja-β (3-7 %), estando el 
resto formado por estructuras que no serían ni α-hélice ni hoja-β -las prolinas y glicinas, que se 
encuentran en alta proporción en esta región, no favorecen estas conformaciones- sino otro tipo 
de estructuras entre las que se incluyen principalmante giros y estructura no regular. Se ha 
encontrado que un conjunto de prolinas en serie pueden formar una estructura del tipo PPII que 
se caracteriza por ser una hélice a izquierdas (Adzhubei & Stenberg, 1993), siendo posible en el 
caso de plantas superiores que se pueda dar este tipo de estructura en la región del N-terminal. 
A partir del residuo 45 en PsbQ de espinaca la predicción, con un alto índice de fiabilidad, indica 
que se trata de una proteína principalmente α-hélice (50.3 %). La predicción de estructura 
secundaria muestra que PsbQ está formada por 4 α-hélices unidas por dos lazos cortos (5 
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residuos) entre las hélices 1 y 2, y las hélices 3 y 4, y un lazo de mayor longitud entre las hélices 
2 y 3 (11 residuos).  
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Predicción de estructura secundaria 
Componentes Porcentaje mínimo-máximo 
α-hélice (H) 50.3-58.4 % 
hoja-β (E) 2.7-6.7 % 
otro (L) 20.1-26.8 % 
sin asignación 26.8-8.1 % 
 
 
Con esta predicción de estructura secundaria, PsbQ estaría formada por dos zonas de 
estructura bien diferenciada: una zona más regular en la región C-terminal, que incluye 4 α-
hélices, y otra más accesible o expuesta al disolvente formada por la región N-terminal. 
Figura 30. Predicción de estructura secundaria por PROF. La primera línea contiene la secuencia-guía de la 
superfamilia PsbQ (PsbQ_SPIOL). La segunda línea indica la predicción de estructura secundaria según PROF 
(H=α-hélice, E=hoja-β, L=otro). Este resultado por PROF se ha comparado con los de otros programas, 
PSIPRED, JPRED y SSPRO y se ha señalado con color púrpura las α-hélices consenso. En negrita se señalan las 
predicciones de mayor fiabilidad (>7). La predicción de accesibilidad del disolvente se muestra  en la última 
línea (b=residuos no expuestos al disolvente, e=residuos expuestos al disolvente).
Tabla VI. Predicción de estructura secuendaria por métodos 
computacionales (PROF, JPRED, PSIPRED y SSpro). La 
predicción más fiable se utilizó para calcular el porcentaje 
mínimo de cada componente de estructura secundaria según 
la Figura 30. El porcentaje máximo se obtuvo considerando 
las predicciones basales.
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También están expuestos al disolvente, según la predicción de PROF, los lazos que unen las 
distintas hélices. 
 
3.2. Análisis estructural por CD. 
 
En la Figura 31 se muestra el espectro de CD de la proteína PsbQ recombinante en 20 mM Tris-
HCl pH 8.0. El espectro se caracteriza por tener una banda intensa y positiva a 193 ± 1 nm, y dos 
bandas intensas y negativas a 209 ± 1 y 219 ± 1 nm. Estas bandas son características de 
estructuras secundarias de α-hélice (Holzwart & Doty, 1965) lo que sugiere que ésta es la 
estructura predominante en PsbQ.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La cuantificación del contenido total de α-hélice en PsbQ se realizó por el método de 
Greenfield y Fasman (Greenfield & Fasman, 1969), resultando en una contribución de 
aproximadamente un 63 %. El espectro se estudió además por cinco métodos diferentes, según 
se comentó en el capítulo de materiales y métodos. En la Tabla VII se muestran los 
porcentajes de α-hélice, hoja-β, y giros o estructura no regular según cada uno de estos 
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Figura 31. Espectro de dicroísmo circular de PsbQ en 20 mM Tris-HCl pH 8.0 a 25 ºC. La 
línea punteada muestra el ajuste a los datos experimentales por el método LINCOMB. El 
espectro se caracteriza por un máximo a 193 nm y dos mínimos a 209 y 219 nm, con valores 
de elipticidad molar de 42500, -22500 y -19500 deg cm2/dmol, respectivamente. 
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métodos. Con estos datos, se calculó un porcentaje medio que resultó en: 63.9 ± 8.8 % de α-
hélice, 7.0 ± 3.7 % de hoja-β y 29.4 ± 6.8 % de giros y estructuras no regulares. En la Figura 31 
se muestra el ajuste a los datos experimentales por el método de LINCOMB (Perczel et al, 1992) 
(Yang et al, 1986). Estos resultados indican que PsbQ es una proteína con una estructura 
secundaria formada principalmente por una conformación α-hélice, con una pequeña proporción 
de hoja-β y una cantidad considerable de estructura no regular. 
 
 
 
Programa α-hélice (%) hoja-β (%) giros (%) 
estructuras 
no regulares (%) 
LINCOMB 51.75 13.24 11.19 23.8 
SELCON3 64.3 4.8 15.6 15.3 
CONTIN/LL 62.3 4.8 113 21.1 
CDSSTR 76.6 4.8 7.6 10.4 
CDNN 64.5 7.55 12.25 17.18 
media 63.9 ± 8.8 % 7.0 ± 3.7 % 29.4 ± 6.8 % 
 
 
3.3. Análisis estructural por FTIR. 
 
Dado que la señal del modo de vibración por torsión HOH de las moléculas de agua en la 
espectroscopía de infrarrojos se solapa con la banda amida I de las proteínas, estas bandas se 
estudiaron tanto en H2O como en D2O para obtener la máxima información. Sobre los espectros 
de FTIR se calculó la segunda derivada del espectro y se realizó una deconvolución para asignar 
los picos de las bandas vibracionales unitarias que componen las respectivas bandas amida I y I'. 
En la interpretación sólo se asignaron las absorciones observadas en ambos espectros. Las 
asignaciones se hicieron según correlaciones estructura-frecuencia establecidas (Jackson & 
Mantsch, 1995). 
El análisis por FTIR en la región 1700-1600 cm-1 de la proteína PsbQ recombinante de 
espinaca muestra las bandas de amida I y I' con máximos alrededor de 1655 cm-1 y de 1645 cm-1, 
respectivamente, a 21 ºC (Figura 32A). Estas bandas están compuestas por el solapamiento de 
las señales de los componentes de estructura secundaria que representan segmentos de α-
hélice, hojas-β, giros, lazos, y estructuras no regulares. Por deconvolución de la banda y análisis 
Tabla VII. Estimación del porcentaje de estructura secundaria de PsbQ, a partir de su espectro 
obtenido por CD, usando diferentes métodos computacionales. Considerando la aportación de cada 
programa, se ha calculado la media para cada elemento de estructura secundaria . 
  96 
Resultados 
 
de la segunda derivada (Figura 32B y C), las bandas de amida I y I´ se resuelven en cinco 
(1687, 1677, 1656, 1633, 1616 cm-1) y seis (1681, 1671, 1654, 1643, 1632 y 1615 cm-1) 
componentes respectivamente, que corresponderían a las diferentes entidades 
conformacionales. En la Tabla VIII se muestra la cuantificación del área de cada una de las 
bandas gaussianas que se estima que componen el espectro original.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Se observó una correspondencia notable entre las bandas de los datos adquiridos en 
H2O y D2O según el desplazamiento isotópico esperado cuando las medidas se realizan en D2O. 
Este desplazamiento es mayor a medida que mayor es el número de onda. Las bandas a 1687 cm-1 
y 1677 cm-1 en H20 se corresponden con las bandas a 1681 cm-1 y 1671 cm-1 en D2O, y así ocurre 
con las bandas a 1656 cm-1 con 1654 cm-1 y 1643 cm-1, 1633 cm-1 con 1632 cm-1, y 1616 cm-1 con 
1615 cm-1. En el espectro en H2O hay una señal muy intensa a 1656.2 cm–1 (67 % del área total), 
Figura 32. Descomposición de la banda de amida I (izquierda) e I' (derecha) de los espectros de 
absorción de IR de PsbQ. (A) Espectro original (línea continua, negro), espectro reconstruido (línea 
discontinua, azul) y las principales bandas Gaussinas que componen el espectro: 5 bandas en H2O y 6 
bandas en D2O. (B) Deconvolución de los espectros originales, donde se indican la posición del máximo de 
cada banda. (C) Segunda derivada (-δ2A/δυ2) de los espectros originales. 
n º  d e  o n d a  (c m -1)
1 6 0 01 6 2 01 6 4 01 6 6 01 6 8 01 7 0 0
A
bs
or
ba
nc
ia
0 .0 0
0 .0 5
0 .1 0
0 .1 5
0 .2 0
16
87
16
77
16
56
16
33
16
15
A
bs
or
ba
nc
ia
0 .0 0
0 .0 5
0 .1 0
0 .1 5
0 .2 0
0 .2 5
n º  d e  o n d a  (c m -1)
1 6 0 01 6 2 01 6 4 01 6 6 01 6 8 01 7 0 0
16
81
16
15
16
32
16
43
16
54
16
71A
bs
or
ba
nc
ia
16
87
16
77
16
56
16
33
16
15
A
bs
or
ba
nc
ia
16
81
16
15
16
32
16
43
16
54
16
71
  97
Resultados 
que corresponde al solapamiento de la señal de α-hélice y estructuras abiertas extendidas como 
son los lazos y las estructuras no regulares. Además, la banda amida I muestra señales de menor 
intensidad: a 1633.1 cm-1 (24 % del área total), que se asigna habitualmente a las vibraciones 
intramoleculares del grupo carbonilo de estructuras lámina-β; a 1615.7 cm-1 (1.4 % del área 
total), que representa interacción entre cadenas laterales; y, 1677.3 y 1687.2 cm-1 (7.5 % del 
área total), que se asignan a giros y a vibraciones de estructura β.  
 
 
 
 
H2O  D2O 
posición 
(cm-1) 
área  
(%) 
 posición 
(cm-1) 
área 
(%) 
1687.2 ± 1.1 2.74 ± 0.36  1681.1 ± 0.3 1.08 ± 0.47 
1677.3 ± 0.5 4.75 ± 0.73  1670.9 ± 0.2 6.81 ± 0.37 
1656.2 ± 0.4 67.57 ± 2.67  1654.1 ± 0.3 38.32 ± 0.89 
   1643.5 ± 0.4 14.40 ± 1.34 
1633.1 ± 1.2 23.72 ± 3.79  1632.1 ± 0.6 34.66 ± 1.39 
1615.7 ± 0.8 1.38 ± 0.54  1615.3 ± 0.6 3.93 ± 1.98 
 
 
En D2O, se puede resolver el solapamiento entre bandas que ocurría en H2O. La banda a 
1656.2 cm-1 en H2O se desdobla en dos en D2O, una a 1654.1 cm-1 (38.3 % del área total), 
correspondiente inequívocamente a estructura α-hélice y otra banda a 1644.5 cm-1 (14.4 % del 
área total), que se asigna a estructura abierta extendida. Como se comprueba, la suma de las 
áreas de las dos bandas en D20 a 1654.1 y 1644.5 cm-1 no se corresponde con el área de la banda 
original en H20 a 1656.2 cm-1 (véase discusión). La banda a 1632.1 cm-1 (34.7 % del área total en 
D20) se relaciona habitualmente con estructuras β o cadenas extendidas y se observa un 
aumento en su área con respecto a H2O. Las bandas a 1681.1 y 1670.9 cm-1 (8 % del área total) 
se asignan a giros, normalmente a giros β. Estas bandas se corresponderían con las bandas a 
1689.8 y 1677.9 cm-1 en H2O. La señal a 1615.3 cm-1 se debe a la contribución de cadenas 
laterales (Arrondo et al, 1993). La asignación de las bandas a las diferentes entidades 
conformacionales se comentará en el apartado de Discusión.  
 
 
Tabla VIII. Valores correspondientes a la posición de la banda y el porcentaje de 
área obtenidos tras el análisis y descomposición de la banda amida I y I', a 21 ºC. Los 
datos corresponden a la media de seis muestras diferentes ± la desviación estándar 
en H2O y a la media de cuatro muestras diferentes ± la desviación estándar en D2O. 
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4. Estudio de la estructura terciaria de PsbQ por técnicas 
bioinformáticas y por técnicas biofísicas  
 
4.1. Predicción del plegamiento por métodos bioinformáticos   
  
4.1.1. Reconocimiento del plegamiento por threading.  
 
El estudio del reconocimiento de plegamiento de PsbQ se realizó por analogía estructural usando 
el método conocido como threading, utilizando los programas de predicción comentados en el 
capítulo de materiales y métodos. Para ello se tuvo en cuenta el alineamiento de la familia de 
PsbQ con el fin de obtener la máxima información posible de la secuencia, y como guía se utilizó 
la proteína PsbQ de espinaca. El modelo obtenido será una representación remota de la 
estructura real de PsbQ, que servirá como primera aproximación para su estudio. Para cada uno 
de los programas de predicción se estudió el plegamiento considerando los tres primeros 
resultados propuestos que, según estos algoritmos, adoptaría PsbQ (Tabla IXA). El plegamiento 
de las estructuras propuestas se comparó por su clasificación estructural según CATH (Pearl et 
al, 2003) o SCOP (Andreeva et al, 2004).  
La mayor parte de los resultados, 14 de 18, coinciden en clasificar a PsbQ como 
principalmente α-hélice, encontrándose siempre esta conformación en las predicciones que los 
programas muestran como más fiables. Entre todas las topologías propuestas para PsbQ 
destacan la de haz de 4 α-hélices invertidas (“four-helix up-down bundle”) y la de haz de hélices 
ortogonales (“orthogonal bundle”). Estos programas de predicción, además, muestran un 
alineamiento de secuencia entre la proteína problema y el resultado. Estudiando estos 
alineamientos se comprobó que esta predicción fue incapaz de evaluar la estructura de los 
aminoácidos del extremo N-terminal, apoyando la idea de que se trata de dos dominios 
estructuralmente diferenciados.  
Como se comprueba en la Tabla IXB, la predicción es mejor al no considerar el dominio 
N-terminal. De todas las posibilidades de plegamiento propuestas, las de topología todo-α 
aparecen en mayor proporción, 13 de 15, y según su puntuación de “z” son las más fiables. Entre 
éstas, las estructuras correspondientes a 1cgo0 y 1jafA son propuestas coincidentes por 
distintos programas, 3DPSSM-Threader2-123D+ y 3DPSSM-FUGUE, respectivamente. También 
coinciden por distintos programas las estructuras 1qsdA (BIOINBGU-3DPSSM) y 256bA 
(3DPSSM-123D+) al no tener en cuenta los 45 residuos del extremo N-terminal. A partir de la 
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base de datos FSSP (Holm & Sander, 1996) se comprobó que las estructuras 1vlt, 1cgo, 256b, 
1jaf, 1aep y 1qsd, identificadas por estos programas como posibles moldes de la estructura de 
PsbQ, son todas α- hélice de tipo haz invertido y, además, son homólogos estructurales. Una 
superposición tridimensional de estas estructuras permite conocer la topología de las mismas 
(Figura 33).  
 
 
 
 
 
A 
MÉTODO PDB z TOPOLOGÍA CATH/SCOP FUNCIÓN 
1vltB 3.79 Todo α; haz invertido; 
4-hélices  
C 1.20.120.30 Receptor de 
aspartato 
1cgo0 3.02 
Todo α; haz invertido; 
4-hélices  
C 1.20.120.10 Citocromo c´ THREADER2 
256bA 2.71 
Todo α; haz invertido; 
4-hélices 
C 1.20.120.10 Citocromo b562 
1dkgB 6.09 “Coiled-coil” paralela S Proteína GrpE 
(HSP24) 
1sctG 5.17 
Todo α; haz ortogonal;  
tipo globina 
C 1.10.490.10 Hemoglobina I FFAS 
1dg4A 4.99 
Todo β; tipo Sandwich; 
complejo 
C 2.60.34.10 
Proteína DnaK 
(HSP70) 
1jafA 3.91 Todo α; haz invertido; 
4-hélices 
C 1.20.120.10 Citocromo c’ 
1gsaO 3.06 
α+β;  tipo Sandwich; 
dos capas 
C 3.30.470.20 Glutatión sintasa FUGUE 
1g59 3.05 Todo α; multihélice S Glutamil-tRNA 
sintetasa 
1fzpB 9.5 Todo α; haz de 3-
hélices  
S Transcripción/ 
DNA 
1b0nA 8.6 
Todo α; haz ortogonal; 
tipo represor-λ C 1.10.260.10 Proteína SinR BIOINBGU 
1qsdA 6.5 
Todo α; haz invertido;  
tipo espectrina 
C 1.20.1040.50 Cofactor Rbl2p 
1d7mA 1.59 “Coiled-coil” paralela S Proteína de 
contracción 
1cgo0 1.79 
Todo α; haz invertido; 
4-hélices  
C 1.20.120.10 Citocromo c’ 3DPSSM 
1jafA 2.07 
Todo α; haz invertido; 
4-hélices 
C 1.20.120.10 Citocromo c’ 
1wdcB 4.20 Todo α; haz ortogonal;  
“EF-hand” 
C 1.10.238.10 Proteína del 
músculo 
1cgo0 3.87 
Todo α; haz invertido; 
4-hélices 
C 1.20.120.10 Citocromo c´ 123D+ 
1zymA 3.72 
Todo α; haz ortogonal;  
Tipo dominio-Sam 
1.10.274.10 Fosfotransferasa 
 
 
TABLA IX. Resultados de los programas de reconocimiento de plegamiento por threading de (A) la 
secuencia completa de la familia de PsbQ y (B) del segundo dominio estructural, residuos 45-149 
según secuencia guía de espinaca. Para cada método se tuvieron en cuenta los tres primeros 
resultados. En cada uno de los resultados se indican la puntuación del programa en forma del valor 
“z” (ver materiales y métodos), la función según PDB/SWISSPROT y su topología según CATH o 
SCOP. En negrita aparecen indicados aquéllos moldes con mayor fiabilidad según “z” . 
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B 
MÉTODO PDB Z TOPOLOGÍA CATH/SCOP FUNCIÓN 
1sctG 5.62 Todo α; haz ortogonal; 
tipo globina 
C 1.10.490.10 Hemoglobina I 
1gcvA 5.27 
Todo α; haz ortogonal; 
tipo globina 
C 1.10.490.10 Hemoglobina FFAS 
1dkgB 5.15 
“Coiled-coil” paralela 
 
S Factor GrpE 
1aep 5.12 Todo α; haz invertido; 
4-hélices 
C 1.20.120.10 Apolipoproteína 
1jafA 4.30 
Todo α; haz invertido; 
4-hélices 
C 1.20.120.10 Citocromo c’ FUGUE 
1gln 3.67 
Todo α; haz ortogonal; 
tipo globina 
C 1.10.8.70 
Aminoacil tRNA 
sintasa 
1qsdA 9.5 Todo α; haz invertido; 
tipo espectrina 
C 1.20.1040.50 Cofactor Rbl2p 
1fzpB 9.4 
Todo α; haz de 3-
hélices 
S 
Transcripción/ 
DNA 
BIOINBGU 
2crxA 7.5 Todo α; haz ortogonal C 1.10.443.10 Recombinasa CRE 
1d7mA 1.75 “Coiled-coil” paralela. S Proteína de 
contracción 
256bA 2.28 
Todo α; haz invertido; 
4-hélices C 1.20.120.10 Citocromo b562 
3DPSSM 
1qsdA 3.1 
Todo α; haz invertido; 
tipo espectrina 
C 1.20.1040.50 Cofactor Rbl2p 
256bA 4.08 Todo α; haz invertido; 
4-hélices 
C 1.20.120.10 Citocromo b562 
1abv 3.62 
Todo α; haz ortogonal; 
5-hélices 
C 1.20.520.20 
ATP sintasa 
(Subunidad δ) 123D+ 
1fxkB 3.40 
Todo α; 2-hélices 
formando una horquilla S Chaperonina 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(a) (b)1aep 1cgo 1jaf
1qsd 1vls 256b
 
Figura 33. (A) Moldes de plegamiento propuestos para PsbQ por los diferentes programas de threading  
en forma de un haz de α-hélices. Se indica para cada una su código PDB (1vlt=1vls) (B) Superposición 
estructural de todo estos moldes de plegamiento donde se comprueba que tienen un plegamiento 
equivalente. 
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Esta familia estructural de proteínas, haz de α-hélices invertidas, la forman grupos 
funcionalmente muy heterogéneos, con la característica de que el porcentaje de identidad de 
secuencia es bajo, por ejemplo, un 20% de identidad entre 256b (citocromo b526) y 1vlt 
(receptor de aspartato). Esto indica que se trata de familias estructuralmente muy homólogas 
pero secuencialmente muy diferentes.  
Otro tipo de arquitectura estructural propuesto es el de haz ortogonal. Este tipo de 
plegamiento aparece en 4 de 18 candidatos al analizar la secuencia completa de PsbQ y 5 veces 
de los 15 candidatos cuando no se considera el extremo N-terminal. Un estudio de estos 
candidatos por FSSP mostró que la topología era muy dispersa, y no correspondía a una única 
familia estructural. Lo mismo ocurría en el caso de las estructuras α+β. 
Considerando la predicción de estructura secundaria de PsbQ (Figura 30) a partir del 
residuo 46 se comprueba que hay una clara distribución de residuos anfipáticos. Una forma de 
ilustrar la secuencia de una proteína en forma de α-hélices es a partir de  la “ruleta helicoidal” o 
espiral. Debido a que un giro de 360º en una α-hélice está formado por 3.6 residuos, cada 
residuo se sitúa cada 100º alrededor de un círculo con lo que se observa la proyección de los 
residuos en un plano perpendicular al eje de la hélice. Al representar las α-hélices predichas 
para PsbQ de espinaca, se comprueba que cada una de las cuatro α-hélices tiene una cara apolar, 
compuesta mayoritariamente por alaninas, leucinas e isoleucinas (Figura 34). Esta distribución 
de residuos favorecería un empaquetamiento paralelo de las cuatro α-hélices, orientándose 
estos residuos apolares hacia el interior de la estructura lo que permitiría interacciones 
hidrofóbicas entre las hélices dando estabilidad a la estructura. La presencia de estas caras 
hidrofóbicas en las hélices predichas para PsbQ sería más compatible con el plegamiento en 
forma de haz de α-hélices invertido que con el plegamiento de haz ortogonal. Además, la 
longitud relativamente corta de los lazos que conectan las hélices apoyaría esta topología de haz 
de α-hélices invertido (Branden & Tooze, 1999).  
 
3.1.2. Selección del molde adecuado para la estructura de PsbQ. 
 
Para seleccionar el mejor molde sobre el que construir el modelo estructural remoto de 
PsbQ, se inspeccionaron manualmente los alineamientos estructurales entre la proteína 
problema (PsbQ) y cada uno de los candidatos propuestos por los métodos de threading usando 
el paquete de visualización THREADLIZE (Pazos et al, 1999). Para ello se consideró la 
compatibilidad de las estructuras secundarias predichas y conocidas, respectivamente. Se pudo 
comprobar que PsbQ no era compatible con los moldes propuestos de estructura tipo-β, α+β o 
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haz de α-hélices ortogonales y, en cambio, sí lo era con las proteínas que forman un haz de 4 α-
hélices invertidas. Además se estudió la calidad del alineamiento de secuencia entre familias, 
comprobando el grado de similitud entre las mismas y la cantidad y extensión de huecos o gaps 
(inserciones o deleciones) en los alineamientos. La familia de secuencias para cada uno de los 
posibles moldes propuestos por los métodos de threading se obtuvieron de la base de datos 
HSSP (Sander & Schneider, 1991). Aquellas familias que para alinear precisaban de una gran 
cantidad de inserciones o deleciones se eliminaron. En el caso de las estructuras de tipo-β, α+β o 
haz de α-hélices ortogonales no mostraban buenos alineamientos con la familia de PsbQ. 
Finalmente, se valoró la similitud de los perfiles de hidrofobicidad de cada molde y de la 
proteína problema.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tras este proceso manual de selección, la familia que se escogió como molde para PsbQ 
fue la cadena A de la proteína de código PDB 256b (1.40 Å de resolución). Esta proteína es un 
citocromo de E. coli de masa molecular teórica de 11.78 kDa. Se encuentra en el periplasma de la 
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Figura 34. Proyección en forma de ruleta de cada una de las 4 α-hélices predichas para la proteína 
PsbQ. Se indica el primer residuo de cada hélice de acuerdo con su numeración en la secuencia de 
PsbQ de espinaca (T46, W71, S193 y T131). Los residuos hidrofóbicos de las caras internas se 
muestran con relleno en gris. Se marca el único triptófano con un círculo en negrita; las tirosinas se 
marcan en línea discontinua. 
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bacteria y su función es desconocida aunque, al tener un grupo hemo, puede estar relacionada 
con el transporte de electrones. La estructura de 256bA0 consiste en 4 α-hélices principales, 
que se pliegan en forma de haz de 4 α-hélices invertidas, y una hélice 310 al final de la segunda 
hélice. El alineamiento 1D se muestra en la Figura 35 y, a pesar de la baja identidad de 
secuencia (aprox. 8 %), se obtiene un buen alineamiento de estructura secundaria. Además, el 
perfil de hidrofobicidad (Figura 36) muestra una buena relación entre las zonas hidrofílicas e 
hidrofóbicas de la proteínas, indicando en el caso de PsbQ la posibilidad de la formación de 4 α-
hélices anfipáticas al mostrar en el diagrama de hidrofobicidad cuatro zonas hidrofóbicas.  
 
 
 
              ::  :. :.  .::  :::        .  ..:*  *        . :.  
  c562_ecoli  ADLEDNMETLNDNLKVIEKADNAAQVKDALTKMRAAALDAQKATPPKLED  
  PSBQ_SPIOL  TEAAQRAKVSASEILNVKQFIDRKAWPSLQNDLRLRASYLRYDLKTVISA  
               ...50....,...60....,...70....,...80....,...90....,  
 
             *.  :. .::::    . *...**:  : *:  . .**:    *  :. *    * 
  c562_ecoli KS.PDSPEMKDFRHGFDILVGQIDDALKLANEGKVKEAQAAAEQLKTTRNAYHQKYR  
  PSBQ_SPIOL KPKDEKKSLQELT...SKLFSSIDNLDHAAKIKSPTEAEKYYGQTVSNINEVLAKLG   
             ..100....,..110....,..120....,..130....,..140....,..150.. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1.3. Construcción y evaluación del modelo de PsbQ. 
Figura 35. Alineamiento de secuencia entre la proteína problema, PsbQ de espinaca, y el molde escogido, 
256b (código SWISSPROT c562_ecoli). En color púrpura se muestran las α-hélices de ambas familias. La 
regla comienza en la posición 46 según la numeración de PsbQ de espinaca.  
 
Hidrofóbico
Hidrofílico
PsbQ
256b
 
Figura 36. Alineamiento de los perfiles de hidrofobicidad entre PsbQ de espinaca (región C-terminal, 
residuos 46-149) y el molde 256b, según el alineamiento presentado en Figura 35. Se observan cuatro zonas 
hidrofóbicas en PsbQ.
Secuencia de aminoácidos 
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Mediante el programa SwissModel se construyó un modelo del extremo C-terminal (46-149 
residuos) de la secuencia de PsbQ de espinaca utilizando como molde las coordenadas de la 
cadena A de 256b. El programa de modelado devuelve unas coordenadas tridimensionales 
optimizadas del modelo de la proteína problema, además de una evaluación del resultado en 
cuanto a parámetros estructurales (WHATCHECK) y energéticos (PROMODII). La desviación de 
las coordenadas del modelo con respecto al molde estudiado según el valor de RMSD (“root 
mean square deviation”) es menor, en término medio, a 1.5 Å, indicando que se trata de 
estructuras comparables (Figura 37).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El modelo remoto y parcial de PsbQ cumple los requisitos de energía y de estructura: el 
valor de energía que indica PROMODII es óptimo (E=-3160 kJ/mol) y la evaluación de 
estructura por WHATCHECK no indica ningún tipo de error global en el modelo (Tabla X). Un 
análisis de la estructura por el programa VERIFY3D proporciona un valor medio de 0.171. Este 
valor está por encima de cero que, como indica el programa, es el valor límite pues no hay 
Figura 37. (A) Modelo remoto propuesto para PsbQ de espinaca (aminoácidos 45-149). Se marca la  
posición de los residuos aromáticos de PsbQ en el modelo. Se resalta la distorsión en la hélice-3 debida al 
gap entre los residuos 109-111; también se señala la hélice 310 presente en el molde pero no predicha para 
el modelo (véase Figura 35 y apartado 4.3 en resultados). (B) Alineamiento estructural entre 
PsbQ_SPIOL y 256b, el molde escogido; el color verde marca las diferencias estructurales entre ambas 
proteínas.  
A B 
W71
Y133
Y134
Y87
N-t
(1 - 45)
C-t
Y84
109-111
hélice-3
hélice 310
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ninguna estructura real conocida cuyo valor medio sea menor que cero. Además el modelo se 
evaluó estudiando la posición en la estructura de los aminoácidos más conservados. Se ha 
comprobado que estos aminoácidos son importantes para la estructura y la función y, por tanto, 
en el espacio tridimensional se encuentran próximos entre sí. Se calculó la distribución de las 
distancias entre los residuos conservados y entre todos los residuos y se obtuvo un valor del 
parámetro estadístico Xd de 9.5. Este valor es mucho mayor de cero que, como indica el 
programa, significa que los residuos conservados se encuentran en el espacio próximos entre sí 
(Pazos et al, 1997). Al comprobar la distribución de estos aminoácidos en el espacio con el 
programa RASMOL, se observa que forman parte del núcleo de la estructura tridimensional 
siendo, por tanto, importantes para el mantenimiento de dicha estructura en forma de haz de 
hélices. 
 
 
 
 
 
A 
Z-score 
PsbQ 
(modelo) 
256b 
(molde) 
Conformación del esqueleto carbonado 3.035 2.452 
Diagrama de Ramachandran 0.504 3.048 
Relación normal de chi-1/chi-2 en los rotámeros -0.937 1.693 
 
B 
RMS Z-score 
PsbQ 
(modelo) 
256b 
(molde) 
Longitudes de enlace 0.812 0.785 
Ángulos de enlace 1.448 1.410 
Restricciones del ángulo omega 0.796 0.322 (ajustado) 
Planaridad de la cadena lateral 1.874 0.903 
Distribución dihédrica impropia 2.195 (flojo) 0.781 
Distribución dentro/fuera 1.200 (inusual) 0.945 
 
Tabla X. (A) Resumen de la calidad de la estructura propuesta comparado con 
estructuras conocidas (el programa indica que un valor positivo es mejor que la media). 
(B) Evalución de distintos parámetros que permite concluir cómo de bien se ajusta el 
modelo a los valores restringidos según refinamientos comunes (el programa indica 
que debe ser próximo a 1). En ambas tablas, el programa señala para cada caso los 
valores que no se ajustan a lo estructuralmente correcto y no indica nada si el 
resultado está dentro de los límites evaluados como aceptables. 
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En las estructuras de 4 α-hélices, las regiones de los lazos suelen estar en las 
superficies moleculares y suelen ser ricas en residuos polares e hidrofílicos y así formar 
puentes de hidrógeno con las moléculas de disolvente (Branden & Tooze, 1999). En el modelo de 
PsbQ los lazos están cargados y expuestos al disolvente (Figura 30 y 37). Los lazos, no 
obstante, son los más difíciles de modelar al ser las partes más flexibles de las estructuras. Por 
otro lado, en las posiciones 109-111 en el alineamiento fue necesario introducir un hueco o gap de 
3 residuos en PsbQ localizado en la parte central de la hélice-3 (Figura 37). Debido a la 
diferencia en el número de residuos en esta zona entre ambas cadenas, esta hélice-3 no se ha 
podido modelar de forma adecuada ya que una región de 6 aminoácidos en 256b queda ocupada 
por sólo 3 aminoácidos en PsbQ. Tampoco fue posible saber si PsbQ tiene estructura hélice 310 , 
como ocurre en el molde entre la hélice-2 y la hélice-3 (secuencia PKL, Figura 37). 
 
4.2. Análisis por absorción. 
 
Los aminoácidos aromáticos son los responsables de la banda de absorción de las proteínas en el 
UV-cercano. La secuencia de PsbQ de espinaca contiene 1 residuo de triptófano, 6 residuos de 
tirosina, 4 residuos de fenilalanina y ningún residuo de cisteína. Los espectros de absorción de la 
proteína recombinante y de la proteína nativa son prácticamente idénticos como se muestra en 
la Figura 38A.  
La Figura 38B muestra la contribución de estos 11 residuos aromáticos al espectro de 
absorción de la proteína recombinante en la región de 260-310 nm, tanto en condiciones nativas 
(PsbQ en 20 mM Tris-HCl pH 8.0) como en condiciones desnaturalizantes (PsbQ en 6.0 M 
GdnHCl pH 8.0). En condiciones nativas, el espectro presenta un máximo de absorción a 277.5 
nm y dos hombros a 282 y 292 nm, aproximadamente. En condiciones desnaturalizantes, se 
aprecia un efecto hipsocrómico de entre 1 y 2 nm. Este desplazamiento sería debido al cambio 
en el microentorno de las cadenas laterales de los residuos tirosina al exponerse al disolvente y, 
por tanto, al aumento de la polaridad como consecuencia del proceso de desnaturalización. El 
método de Ragone et al (Ragone et al, 1984) permite estimar el porcentaje de tirosinas 
expuestas al disolvente en condiciones no desnaturalizantes, según la ecuación [11], al comparar 
la relación a/b de la segunda derivada de los espectros de PsbQ en condiciones nativas y 
desnaturalizantes. Los valores de rn y ru calculados fueron, aproximadamente, 2.6 y 3.6. El 
parámetro teórico ra se obtuvo de las tablas publicadas en el trabajo original (Ragone et al, 
1984), considerando la composición de residuos aromáticos de PsbQ. El valor de este parámetro 
resultó ser -0.58, obteniéndose de manera sencilla una estimación del grado de exposición de las 
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tirosinas al disolvente (α) de 0.76. Por tanto, en condiciones nativas, 1 ó 2 tirosinas de la 
estructura de PsbQ de espinaca no están expuestas al disolvente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.3. Análisis por emisión de fluorescencia. 
 
 4.3.1. Espectros de emisión de fluorescencia. 
 
La secuencia de PsbQ de espinaca contiene un único residuo de triptófano totalmente 
conservado en la familia de la proteína. Este residuo puede ser excitado específicamente usando 
una longitud de onda mayor a 295 nm (Lakowicz, 1999), estando su espectro de emisión altamente 
influenciado por el entorno molecular de su cadena lateral. En la Figura 39 se muestra el 
espectro de emisión de fluorescencia de la proteína PsbQ, al ser excitada a 295nm, en el que se 
observa un máximo de intensidad a 327 nm con un ancho de banda espectral a la mitad del 
máximo de 53 nm, a 20 ºC. Este espectro es diferente al obtenido cuando la proteína se 
encuentra en condiciones desnaturalizantes, 6.0 M GdnHCl, en el cual se observa un 
desplazamiento del máximo a 353 nm y una disminución de la intensidad de fluorescencia. Esto 
sugiere que el entorno molecular del triptófano es más polar (está más expuesto al disolvente) 
en condiciones desnaturalizantes que en condiciones nativas. En esta figura también se 
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Figura 38. (A) Superposición del espectro de absorción de la proteína PsbQ nativa y recombinante. (B) 
Espectro de absorción y segunda derivada del espectro (δ2A/δλ2) de PsbQ en 20 mM Tris-HCl pH 8.0 (línea 
continua) y en 6.0 M GdnHCl (línea punteada). Las flechas indican las distancia entre el máximo y el mínimo 
de los picos cuyo valor permite calcular la relación a/b.
A B 
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demuestra que el espectro de emisión de fluorescencia de la proteína nativa y recombinante, 
tanto en condiciones desnaturalizantes como en no desnaturalizantes, son indistinguibles. 
Los residuos de triptófano y tirosina se pueden excitar conjuntamente si la longitud de 
onda escogida es de 280 nm. Con esta longitud de onda de excitación, el máximo de emisión se 
sitúa en 323 nm, a 20 ºC (Figura 39). Con la normalización a 400 nm y la posterior sustracción 
de los espectros obtenidos al excitar a λexc = 280 nm y λexc = 295 nm, se obtiene el espectro de 
emisión de los residuos de tirosina que muestra un máximo de emisión a 304 nm, que no suele 
depender del entorno molecular (Pearce & Hawrot, 1990). La emisión de la fluorescencia es débil 
lo que sugiere que hay una transferencia de energía singlete-singlete eficiente desde el residuo 
de tirosina (pudiendo pasar por otra tirosina) hasta el triptófano. La fluorescencia observada a 
esta longitud de onda corresponde a la emisión de residuos de tirosina en PsbQ que no 
transfieren su energía de excitación debido o bien a una gran distancia Tyr-Trp o a una 
orientación del dipolo de transición de emisión y absorción Tyr-Trp ineficiente.  
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Figura 39. Espectro de emisión de fluorescencia intrínseca, al excitar a 295 nm, de PsbQ nativa (línea 
negra continua) y recombinante (línea azul discontinua) en 20 mM Tris-HCl pH 8.0 y 6.0 M GdnHCl (línea 
negra discontinua); se muestra además el espectro al excitar a 280 nm (línea roja) en 20 mM Tris-HCl pH 
8.0 y la diferencia entre el espectro de emisión de fluorescencia al excitar a 280 y 295 nm (línea verde) al 
normalizar a 400 nm.  
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 4.3.2. Experimentos de atenuación de la fluorescencia. 
 
El estudio de la atenuación de la fluorescencia por colisión mediante el uso de agentes acuosos, 
como son la acrilamida, el yoduro (I-) y cesio (Cs+), es muy utilizado como medida del grado de 
exposición de las cadenas laterales de los residuos de triptófano en las proteínas al ambiente 
acuoso (Eftink, 1991). Se ha comprobado que la eficiencia de la atenuación de la fluorescencia del 
anillo indol por la acrilamida y el yoduro es la unidad mientras que este poder atenuador en el 
caso del Cs+ es cinco veces menor (Eftink & Ghiron, 1981). La naturaleza cargada de los iones Cs+ 
y I- hace que puedan colisionar tanto con residuos de triptófano que se encuentren expuestos al 
disolvente como con aquellos que se sitúen en un ambiente de potencial electrostático negativo o 
positivo, respectivamente. El elemento neutro acrilamida, en cambio, puede acceder al interior 
de la proteína y, por tanto, atenuar la fluorescencia no sólo de aquellos residuos de triptófano 
que se encuentran expuestos al disolvente sino también de aquellos localizados en un ambiente 
menos polar. En la Figura 40 se muestran los espectros de emisión de fluorescencia de PsbQ a 
diferentes concentraciones de acrilamida, I- y Cs+.  
En estos espectros no se observa ningún desplazamiento del máximo al aumentar la 
concentración de los agentes atenuadores, lo que indica la ausencia de cualquier proceso de 
desnaturalizacion. En la Figura 41 se representa la intensidad relativa de fluorescencia de 
PsbQ a 320 nm en función de la concentración de agente atenuador al excitar la proteína a 295 
nm. 
Los estudios con los agentes iónicos muestran una dependencia lineal de la disminución 
de la intensidad de fluorescencia con la concentración. En cambio, en el caso de la acrilamida se 
observa una curvatura ascendente al aumentar la concentración de este compuesto, lo que 
sugiere cierta contribución, no sólo de atenuación por colisión, sino también de atenuación 
estática (Eftink, 1991). Con la ecuación de Stern-Volmer modificada se calcularon las constantes 
de atenuación colisional (Ksv) y estática (V) que se presentan en la Tabla XI. Se observa que la 
constante de colisión por la acrilamida es mayor que las respectivas constantes de colisión por 
los compuestos iónicos y que la constante de colisión del I- es mayor que la del Cs+. Además, se 
encontró una dependencia de la constante de colisión por el I- con respecto a la fuerza iónica. 
Estos datos sugieren que la cadena lateral del triptófano está parcialmente enterrada en el 
interior de la proteína, a través de la cual la acrilamida puede difundir más fácilmente que los 
compuestos cargados, pero en un ambiente polar positivo donde el ion Cs+ no puede acceder y sí 
el ion I-. 
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Figura 40. Espectros de atenuación de fluorescencia por (A) acrialmida (B) I- (C) Cs+. La concentración 
de agente atenuador varía entre 0 y 0.2 M. 
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Agente atenuador Fuerza iónica KSV (M-1) V (M-1) 
0.2 M 3.4 ± 0.4 0.10 ± 0.09 
Acrilamida 
1.0 M 3.2 ± 0.1 0.11 ± 0.07 
0.2 M 1.2 ± 0.1 0 
I- 
1.0 M 0.67 ± 0.04 0 
0.2 M 0 0 
Cs+ 
1.0 M 0 0 
 
 
 
5. Cristalografía por difracción de rayos-X 
 
5.1. Obtención de cristales de PsbQ y recogida de datos 
 
Los primeros cristales aparecieron a los 2 días, tanto a 4ºC como a 20ºC, con la condición 
número 45 de "Crystal Screen I", formada por 0.2 M acetato de Zn (II) dihidrato, 0.1 M de 
cacodilato sódico pH 6.5 y 18 % p/V polietilen glicol (PEG) 8000. Para optimizar los cristales se 
realizó un muestreo variando el pH (4-9), el precipitante (16-22 % p/V PEG 8000) y la 
concentración de Zn2+ (0-0.3 M). Tras comprobar que el Zn2+ era necesario para la cristalización 
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Figura 41. Diagrama de Stern-Volmer de la atenuación de la fluorescencia de PsbQ por acrilamida (?)  
yoduro (● 0.2 M NaCl, ○ 1.0 M NaCl) y cesio (■). Los valores determinados de las constantes Ksv y V se 
incluyen en la Tabla XI.  
Tabla XI. Valores obtenidos para las constantes dinámicas (Ksv) y estáticas 
(V) en los experimentos de atenuación de fluorescencia para los diferentes 
agentes químicos, según la ecuación de Stern-Volmer. Los experimentos se 
realizaron a dos fuerzas iónicas diferentes (0.2 y 1 M), afectando este 
parámetro únicamente a los experimentos realizados con I-.  
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se ensayaron las mismas condiciones anteriores (Crystal Screen I y II) y se probaron nuevas 
condiciones (kits Index y Detergentes, Hampton Research) añadiendo este catión como aditivo. 
Los cristales, en presencia de 0.3 M de Zn2+, crecieron en condiciones diversas de precipitante y 
tampón entre las que destacamos las recogidas en la Tabla XII.  
 
 
 
Condicióna Sal Tampón Precipitante 
3, I - - 0.4 M fosfato de 
amonio dihidrógeno 
4, I 
2-6, Ix 
- (0.1M) pH 4.5-8.5 2 M sulfato de amonio 
10, I 0.2 M acetato de 
amonio 
0.1 M acetato de sodio 
trihidrato pH 4.6 
30 % (p/V) PEG4000 
15, I 0.2 M sulfato 
de amonio 
0.1 M cacodilato de 
sodio pH 6.5 
30 % (p/V) PEG8000 
45, I 0.2 M acetato de 
cinc dihidrato 
0.1 M cacodilato de 
sodio pH 6.5 
18 % (p/V) PEG8000 
48, I - 0.1 M Tris-HCl pH 8.5 2 M fosfato de 
amonio dihidrógeno 
20, II - 0.1 M Mes pH 6.5 1.6 M sulfato de 
magnesio heptahidratado 
26, II 0.2 M sulfato 
de amonio 
0.1 M Mes pH 6.5 30 % (p/V) PEG-
monometiléter 5000 
32, II 0.1 M cloruro 
de sodio 
0.1 M HEPES pH 7.5 1.6 M sulfato 
de amonio 
42, II 1.5 M sulfato 
de amonio 
0.1 M Tris pH 8.5 12 % (V/V) glicerol 
anhidro 
24, Ix - - 2.8 M acetato de sodio 
trihidrato pH 7.0 
 
Se escogieron los cristales obtenidos en 0.3 M acetato de Zn (II), 0.1 M Mes pH 6.5, 
16-18 % p/V PEG 6000 (Figura 42), de tipo cúbico, que alcanzaron un tamaño de 0.4 x 0.4 x 0.3 
Tabla XII.Diferentes condiciones, probadas a partir de los kits comerciales de Hampton Rearch 
(I=Crystal Screen I; II= Crystal Screen II; Index), óptimas para la obtención de cristales de PsbQ 
añadiendo 0.3 M de Zn2+ como aditivo. a Hace referencia al número de condición del kit comercial. 
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mm y tenían además buenas características físicas como claridad óptica, caras lisas y aristas 
marcadas, además de desviar fuertemente el plano de luz polarizada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estos cristales se trataron con la disolución crioprotectora adecuada y se montaron en 
el difractómetro del Instituto de Química-Física "Rocasolano" y el análisis lo realizó el Dr. J.A. 
Hermoso. Los resultados fueron enseguida muy satisfactorios, obteniéndose buenos patrones de 
difracción, Figura 43, a una resolución aproximada de 1.5 Å. Tras procesar los datos 
Figura 42. Fotografías de cristales de PsbQ obtenidos en 0.3 M acetato de Zn (II), 0.1 M Mes pH 
6.5, 16-18 % p/V PEG 6000, a una concentración de 20 mg/ml de proteína. Estos cristales, con 
buenas características físicas, fueron susceptibles para la difracción de rayos-X.  
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procedentes de cada rotación del cristal sobre el eje del difractómetro, se obtuvieron con el 
programa MOLSFLM los parámetros relevantes de la celda de PsbQ. Los resultados de este 
procesado se muestran en la Tabla XIIIA, junto con las estadísticas de la adquisición de datos. 
El análisis de los datos de difracción muestra que los cristales de PsbQ pertenecen al grupo 
espacial trigonal P3221, con unas dimensiones de celda unidad de a = 49.94 Å, b = 49.94 Å, c = 
96.97 Å, α=β= 90º y γ= 120º. El volumen ocupado por esta celda unidad es de 209463.6 Å3. 
Considerando la masa molecular de PsbQ (16653 kDa) y el número de operaciones de simetría 
correspondientes a este grupo espacial (Z=6), se determinó que la unidad asimétrica está 
formada por una sola molécula de PsbQ con un contenido en disolvente del 41.32 %. El 
coeficiente de Mathews (VM) obtenido fue de 2.10. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.2. Resolución de la estructura de PsbQ. 
 
El problema de la fase se abordó en primera instancia por el método de MIR, intentando 
obtener cristales isomorfos por reemplazo molecular de átomos pesados. Sin embargo, los 
resultados no fueron satisfactorios y, aunque se obtuvieron cristales con los metales inmersos 
en la estructura, especialmente en el caso de Pt (II) y Os (II), se comprobó que no eran 
 
Figura 43 . Ejemplo de mapa de difracción de alta resolución de la proteína PsbQ.   
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isomorfos a los obtenidos con la proteína nativa. La cocristalización con Pb (II) e Yb (III) 
tampoco fue productiva. Finalmente, con la publicación de parte de la estructura por el grupo de 
Calderone et al (Calderone et al, 2003), se empleó el método de MR, usando las coordenadas 
depositadas en el PDB con el código 1NZE.  
 
 
 
 
          A 
Recogida de datos PsbQ 
Longitud de onda (Å) 1.5418 
Resolución (Å) 24.25-1.489 
Reflexiones únicas 23594 
Completitud (%) 99.7 (99.1) 
Multiplicidad 9.4 
Rsym 0.04 (0.33) 
I/σ(I) 9.5 (2.2) 
 
            B 
Estadística del refinamiento PsbQ 
Número de átomos de proteína 1305 
Número de átomos no proteicos 6 
Número de átomos de disolvente 266 
Resolución (Å) 14.4-1.49 
Factor R (%) 16.3 
Factor R libre (%)a 20.5 
Desviación RMS (rmsd)  
   longitudes de enlace (Å) 0.013 
   ángulos (º) 1.39 
factor B medio (Å2) 22.12 
 
 
 
 
Tabla XIII. (A) Resultados del procesado de los datos de 
difracción. Los datos entre paréntesis corresponden a la 
concha de máxima resolución. (B) Estadística del procesado 
de refinamiento. a El factor R libre se determinó con un 5 
% de los datos. 
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Figura 44. Diferentes imágenes del mapa de densidad electrónica de PsbQ. (A) Residuos Pro 9-12 
formando la estructura PPII. (B) Coordinación al Zn1 (Figura 49A). (C) Zona del residuo Tyr87. 
 
 
A 
B 
C 
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El primer modelo construido contenía los residuos 45-149. La buena calidad del mapa de 
densidad obtenido permitió que los residuos entre las posiciones 1-13 y 34-45 pudieran 
modelarse manualmente (Figura 44). Por métodos iterativos donde se combinaron los resultados 
procedentes de los programas CNS y REFMAC se consiguió el modelo final de PsbQ. En la Tabla 
XIIIB se recogen las estadísticas del refinamiento. En el mapa de densidad se ha localizado el 
86 % de la estructura y no se ha obtenido información estructural acerca de la metionina inicial 
en la proteína recombinante (residuo "cero") y los residuos 14-33. El refinado convergió a unos 
valores de factores de fiabilidad R= 16.3 % y Rfree = 19.9 % Su relación es excelente y se 
encuentra dentro del intervalo en el que se estima se debe encontrar para estructuras a esta 
resolución. La calidad de la estructura se estudió por PROCHECK siendo la evaluación de la 
misma positiva, como muestra por ejemplo el diagrama de Ramachandran (Figura 45 y Tabla 
XIIIB). El análisis por VERIFY3D proporciona un valor medio de 0.4, que se encuentra dentro 
de los límites establecidos por este programa. La nueva estructura 3D obtenida por nuestro 
grupo se ha depositado en la base de datos PDB con el código 1VYK.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 45. Diagrama de Ramachandran obtenido para la estructura 3D de PsbQ. El 98.2% de los 
residuos está en regiones favorables y el 1.8 % restante en regiones permitidas.  
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5.3. Descripción de la estructura de PsbQ. 
 
El monómero soluble de PsbQ no es completamente globular sino que tiene forma de tipo 
oblato con dimensiones 50 x 40 x 15 Å (Figura 46). En la estructura se observan dos regiones 
conformacionales bien diferenciadas. En el extremo N-terminal destacan dos pequeñas bandas-
β, formando una hoja-β paralela, que comprenden los residuos Ile5-Val6-Val7 (banda-β 1) y 
Phe38-Tyr39-Leu40 (banda-β 2). Esta curiosa disposición estructural permite una conexión 
principio-final de la región N-terminal que abarca los residuos 1-45. El residuo Arg37, 
totalmente conservado en plantas superiores, parece ser fundamental para el entrecruzamiento 
de las dos "ramas" del extremo N-terminal. Entre estas bandas-β se sitúan 31 residuos de entre 
los cuales se ha perdido en el mapa de densidad la información estructural de 20 de estos 
(residuos 14-33), lo que sugiere que ésta es una región móvil en la proteína. Las interacciones 
entre la zona que rodea e incluye a las dos hojas-β son de tipo puente de hidrógeno e 
hidrofóbico (Tabla XIV). La zona alrededor de las hoja-β interacciona favorablemente con la 
región conformacional del C-terminal, formada por un haz de 4 α-hélices invertidas y, 
especialmente, con las hélices 1 y 2. En la Tabla XV se resumen las interacciones favorables más 
destacadas entre estas zonas diferenciadas en la estructura.  
 
 
 
Átomo 1 Átomo 2 Distancia (Å) 
N_Ile5 O_Phe38 2.66 
N_Val7 O_Leu40 2.90 
NE_Arg37 O_Ala3 2.91 
NH_Arg37 O_Pro4 2.87 
N_Leu40 O_Ile5 2.89 
NE_Gln41 O_Gly8 2.85 
CG_Ile5 CZ_Arg37 3.47 
CG_Val6 CG_Pro40 3.67 
CG_Val7 CG_Gln41 3.29 
 
 
 
Tabla XIV. Interacciones por puentes de hidrógeno e hidrofóbicas 
que estabiliza la zona que rodea a la hoja-β paralela.  
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Figura 46. Estructura 3D obtenida por difracción de rayos de PsbQ de espinaca para los residuos 1-13 
y 34-149. La proteína en el cristal coordina a dos átomos Zn2+ del medio que se representan en azul. Se 
diferencian dos regiones estructurales: la región N-terminal (1-45 aa) con estructura menos regular y 
la región C-terminal (46-149 aa) en forma de haz de 4 α-hélices invertidas. El trazado punteado  
muestra la región de estructura no determinada que, posiblemente, corresponde a una zona flexible y 
extendida  de la proteína.  
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Átomo 1 Átomo 2 Distancia (Å) 
NH_Arg51 O_Gln41 2.92 
CG_Pro4 CB_Ser83 3.21 
CE_Phe38 CA_Leu80 3.70 
CD1_Leu40 CB_Tyr87 3.54 
CB_Pro42 CE1_Tyr87 3.72 
CD1_Leu43 CZ_Arg51 3.16 
 
Como se comentó anteriormente, la secuencia de PsbQ de plantas superiores consta de 
un conjunto de prolinas y glicinas en serie. En la estructura tridimensional se comprueba que la 
zona Pro9-Pro12 forma una hélice a izquierdas que se identifica con la estructura secundaria 
denominada PPII ("polyproline type-II") (Figura 47). Esta conformación estructural se 
caracteriza por formar hélices triángulares, siendo sus parámetros estructurales máximos de 
φ= -75 º, ψ= 145 º, y suelen ser regiones cortas de estructura con una media de 3 residuos por 
giro (Tabla XVI) (Adzhubei & Sternberg, 1999). Esta conformación presente en PsbQ está 
estabilizada por la formación de puentes de hidrógeno entre los enlaces carbonilo de los 
residuos de prolina y moléculas de agua del disolvente. 
 
 
 
Residuo φ ψ 
Pro9 -57 147 
Pro10 -57 151 
Pro11 -73 158 
Pro12 -82 164 
 
 
El estudio de la región Pro44-Pro47 indica que no forma este tipo de estructura PPII y 
parece estar más relacionada con el giro antes del comienzo de la hélice 1. Es de destacar la 
acumulación de residuos prolina, residuos Pro9-Pro12, Pro44-Pro45 y Pro 97, en uno de los 
extremos de la estructura (Figura 48, color violeta). Todos los enlaces peptídicos, incluyendo 
Tabla XV. Interacciones favorables entre la región N-terminal y la 
región C-terminal.  
Tabla XVI. Parámetros estructurales 
correspondientes a la estructura PPII 
en PsbQ.   
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los que involucran a las prolinas, tienen configuración trans, como se deduce de un estudio del 
ángulo omega (Ω=180 º). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 47. (A) Representación de la estructura en forma de hélice a izquierdas (PPII) 
que adoptan los residuos Pro 9-12. (B) Vista perpendicular de la estructura con forma 
triangular.  
 
 
A B 
Figura 48. Vista de la estructura resuelta de PsbQ en la cual se resalta la 
acumulación de residuos de prolina (color violáceo) en uno de sus extremos. Estos 
residuos no interaccionan entre sí.  
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El extremo C-terminal tiene una topología de tipo haz de 4 α-hélices invertidas, que 
comprende los residuos: Pro45-Ile66 (hélice-1); Trp71-Ala95 (hélice-2); Lys98-Ala122 (hélice-
3); y, Ser126-Leu148 (hélice-4). Este conjunto de hélices está estabilizado por un núcleo 
hidrofóbico, interacciones de van der Waals, formado por los residuos:Ala48, Ala49, Ala52, 
Ala56, Ile59, Leu60, Val62, Ile66, Leu74, Leu78, Ala82, Leu85, Leu89, Val92, Ile 93, Leu104, 
Leu111, Ile115, Leu118, Ala121, Ala122, Ala130, Thr137, Ile141, Val144 y Leu145. Como se 
observa en Figura 26, la propiedad hidrofóbica de estos residuos está altamente conservada en 
la familia de secuencias. En esta zona se encuentran una serie de interacciones electrostáticas 
que se resumen en la siguiente Tabla XVII. Entre estos pares también encontramos triadas: 
Glu58-Arg81-Asp77; Asp67-Lys63-Glu131. Esta última triada, junto con el par Glu129-His120, 
se rompe con la coordinación a los dos átomos de Zn2+ que aparecen en el cristal. 
 
 
 
 
Residuo Negativo Residuo Positivo Distancia (Å) 
OD1_Asp67 NZ_Lys63 3.52 
OE1_Glu58 NH2_Arg81 2.99 
OD2_Asp77 NH2_Arg81 3.04 
OD1_Asp88 NH2_Arg51 2.81 
OD1_Asp116 NH2_Arg86 3.46 
OD2_Asp119 NH2_Arg79 3.16 
OE1_Glu129 NE2_His120 3.24 
OE1_Glu131 NZ_Lys63 3.36 
  
 
Efectivamente, en el cristal aparecen dos átomos de Zn2+, con coordinación tetraédrica 
(d < 2.2 Å). El Zn1 se coordina a los residuos Lys63 (NZ), Asp67 (OD2), Glu131 (OE2) y a una 
molécula de agua. El Zn2, se coordina a un grupo acetato, procedente del medio, a los residuos 
His120 (NE2) y Glu129 (OE1) y al residuo Gln120 de otra molécula de PsbQ relacionada por 
simetría (Figura 49).  
 
 
Tabla XVII. Interacciones electrostáticas en la región C-
terminal de PsbQ. Los residuos implicados se localizan 
preferentemente en la superficie molecular.  
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Esta última coordinación del Zn (Zn2) es la misma que la obtenida previamente para la 
estructura de PsbQ. Nuestra estructura se ha obtenido por MR de la estructura 1NZE. En la 
Figura 50 se muestra una superposición de la estructura obtenida previamente por Calderone et 
al (Calderone et al., 2003) y la obtenida en nuestro trabajo, en la que se ha calculado una 
desviación RMS para la zona común de 0.4 Å. La mayor parte de esta desviación es debida a la 
 
 
A 
B 
Figura 49. Cada molécula de PsbQ en el cristal coordina tetraédricamente a dos átomos de Zn (d < 
2.2 Å). (A) Coordinación al Zn1 por los residuos Lys63, Asp67, Glu131 y una molécula de agua. (B) 
Coordinación al Zn2 por los residuos His120, Glu129 de una molécula de PsbQ y el residuo Gln105 de 
otra molécula relacionada por simetría. La cuarta posición la ocupa un acetato del medio.  
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zona de los residuos 38-46. Además, se incluye en esta figura la superposición de la estructura 
obtenida por los métodos bioinformáticos (threading) y por cristalografía por rayos-X (véase 
discusión).  
En la Figura 51 se muestra la distribución tridimensional de los residuos conservados y 
de los residuos determinantes de familia (Figura 27 y Tabla V) en la estructura obtenida por 
nuestro grupo de la proteína PsbQ de espinaca, residuos que podrían ser importantes en relación 
con la estructura y/o la función. En la figura se observa que estos residuos se concentran en una 
"cara" de la proteína. Además, en la estructura se comprueba que la distribución de cargas no es 
uniforme, estando esta misma "cara" de la zona de α-hélices especialmente cargada 
positivamente. La distribución de carga se presenta en la Figura 52, obtenida a partir de los 
potenciales electrostáticos del programa GRASP. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A B 
Figura 50. Superposición tridimensional de la estructura cristalográfica obtenida en este 
trabajo (color violeta) con (A) la previamente publicada con el código 1NZE (color verde), (B) 
la obtenida en este trabajo por métodos bioinformáticos en el apartado 4.1 (color azul).  
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Figura 52. Distribución de carga superficial en PsbQ según GRASP. Estas dos imágenes están rotadas 
180 º. Se comprueba la acumulación de carga positiva en una de las caras de la proteína (la proteína en el 
primer panel de la figura tiene la misma orientación que en la Figura 51).  
Figura 51. Distribución de los residuos conservados y de los residuos determinantes de familia en la 
estructura 3D obtenida por cristalografía de rayos-X. Se observa como éstos se sitúan muy próximos en 
el espacio.  
N-t
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En relación con los experimentos de emisión de fluorescencia (apartado 3.3) se observa 
que el residuo Trp71 está rodeados por los residuos Lys69, con el que forma un puente de 
hidrógeno, y Lys125 (Figura 51). El estudio de la accesibilidad del disolvente a los residuos 
aromáticos Trp y Tyr se resume en la Tabla XVIII (véase discusión).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Residuo  
Accesibilidad 
total (%) 
Accesibilidad esqueleto 
carbonado (%) 
Accesibilidad cadena 
lateral (%) 
W71 8.35 0 8.35 
Y33 49.81 11.04 38.77 
Y39 37.32 4.29 33.03 
Y84 14.40 0 14.40 
Y87 23.08 1.36 21.72 
Y133 8.02 0 8.02 
Y134 8.06 0 8.06 
Tabla XVIII. Porcentaje de accesibilidad al disolvente de los residuos aromáticos obtenidos 
por la estructura cristalográfica de PsbQ.  
 
Figura 51. Posición estructural del residuo de triptófano en PsbQ (Trp71) al final del 
núcleo formado por las 4 α-hélices. Este residuo está rodeado por cargas positivas, entre 
las que destaca la formación de un puente de hidrógeno con el residuo Lys69.  
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6. Estabilidad conformacional de PsbQ 
 
6.1. Desnaturalización inducida por agentes químicos.  
 
El estudio de la estabilidad conformacional de PsbQ frente a la desnaturalización química se 
realizó usando GdnHCl como agente desnaturalizante y se analizó por CD (UV-lejano) y emisión 
de fluorescencia del triptófano. En la Figura 54A se muestra el espectro de CD de PsbQ en 
presencia de diferentes concentraciones de GdnHCl a pH 8.0 y 20 ºC. La disminución de la 
elipticidad a 220 nm sugiere una pérdida progresiva de estructura de α-hélice durante el 
proceso de desnaturalización. A 6.0 M GdnHCl el espectro de CD de PsbQ es característico de 
una proteína que ha perdido prácticamente toda su estructura secundaria. El estudio de 
renaturalización se realizó diluyendo la muestra de proteína desnaturalizada, y revela que la 
desnaturalización de PsbQ por GdnHCl es un proceso reversible. En la Figura 54B se representa 
el cambio de la elipticidad a 220 nm en función de la concentración de GdnHCl; se observa una 
única transición entre 0.2 M y 1.2 M de concentración de agente desnaturalizante, con un valor 
de [GdnHCl]1/2 igual a 0.8 M. El cálculo de la energía libre de desplegamiento por el método de 
extrapolación lineal (L.E.M.) se realizó por un ajuste de mínimos cuadrados a la ecuación [17], 
asumiendo un mecanismo de dos estados, lo que condujo a un valor medio de ∆GDH2O = 4±1 
kcal/mol y m = 5±1 kcal/mol/M a 20 0C y pH 8.0. 
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Figura 54. Desnaturalización de PsbQ por GdnHCl según la técnica de CD. (A) Espectros de PsbQ a 
diferentes concentraciones de GdnHCl y estudio de la reversibilidad tras diluir 50 veces con tampón la 
muestra en 6.0M GdnHCl 50 veces (6MCG_dil1:50). (B) Curva de desnaturalización (cuadrados negros) 
y renaturalización (puntos azules) a 220 nm en función de la concentración de agente desnaturalizante. 
Se incluye el ajuste por mínimos cuadrados a la ecuación [17] (línea continua).  
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Los experimentos de desplegamiento también se monitorizaron estudiando los cambios 
de fluorescencia intrínseca del triptófano de la proteína. La incubación de PsbQ con GdnHCl 
(hasta 6.0 M) indujo un desplazamiento hacia el rojo, de 327 nm a 353 nm, y una disminución del 
máximo de intensidad de emisión de fluorescencia como se muestra en la Figura 55A. Estos 
efectos, batocrómico e hipocrómico, son consistentes con la exposición del triptófano a un 
ambiente más hidrofílico debido al proceso de desnaturalización. Se encontró un punto 
isostílbico a 372 nm en el espectro de emisión de fluorescencia, que es un indicio de que el 
proceso de desplegamiento ocurre en dos estados. En la Figura 55B se muestra el cambio de 
intensidad de fluorescencia a 320 nm frente a la concentración de GdnHCl y se aprecia una 
única transición con un valor de [GdnHCl]1/2 igual a 0.8 M. Al aplicar el método L.E.M., ecuación 
[17], se obtuvieron valores de ∆GDH2O = 3.9±0.2 kcal/mol y m = 5.0±0.2 kcal/mol/M a 20 ºC y pH 
8.0. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.2. Desnaturalización inducida por temperatura. 
 
El efecto de la temperatura sobre la estructura secundaria de PsbQ se estudió por CD (UV-
lejano). En la Figura 56A se muestran los espectros de CD al variar la temperatura de 20 a 92 
ºC a pH 8.0. En el análisis de la elipticidad a 220 nm se comprueba que al aumentar la 
temperatura ocurre una pérdida progresiva del contenido de α-hélice. Se observa la presencia 
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Figura 55. Desnaturalización de PsbQ por GdnHCl según la técnica de emisión de fluorescencia, 
excitando a 295 nm. (A) Espectros de PsbQ a diferentes concentraciones de GdnHCl. (B) Curva de 
desnaturalización (cuadrados negros) a 320 nm en función de la concentración de agente 
desnaturalizante. Se incluye el ajuste por mínimos cuadrados a la ecuación [17] (línea continua). 
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de un punto isodicroico a 204 nm que indicaría que el proceso de desnaturalización puede ocurrir 
en dos estados. En la Figura 56B se representa la elipticidad a 220 nm en función de la 
temperatura donde se observa una única transición entre 55 y 75 ºC, con una temperatura 
media de transición de aproximadamente 63 ºC. La superposición del espectro de CD de PsbQ en 
20 mM Tris-HCl a 90 ºC y PsbQ en 6.0 M GdnHCl a 90 ºC indica que ambos estados 
desnaturalizados son estructuralmente equivalentes (Figura 57). 
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Figura 56. Desnaturalización de PsbQ por temperatura según la técnica de CD UV-lejano. (A) Espectros 
de PsbQ a diferentes temperaturas. (B) Curva de desnaturalización (cuadrados negros) a 220 nm en 
función de la temperatura. Se incluye el ajuste por mínimos cuadrados a la ecuación [20] (línea continua). 
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Figura 57.Comparación de los espectros de CD obtenidos por desnaturalización química (q6MCG20C y 
q6MCG90C, 6 M GdnHCl a 20 ºC y 90 ºC, respectivamente) y térmica (qTRIS20C, a 20ºC y qTRIS90C, a 
90 ºC). Al comparar los estados desnaturalizados a la misma temperatura (q6MCG90C y qTRIS90C) 
podemos concluir que son estructuralmente equivalentes.  
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Para relacionar los cambios de estructura secundaria con estructura terciaria se 
monitorizó la desnaturalización térmica por CD en el UV-cercano y por fluorescencia intrínseca 
del triptófano a pH 8.0. En la Figura 58A se observa un cambio progresivo en la estructura fina 
del espectro de CD en el UV-cercano al aumentar la temperatura hasta alcanzar un espectro sin 
estructura. En la Figura 58B se representa 291 nm en función de la temperatura. La transición 
en el proceso de desplegamiento muestra un comportamiento sigmoidal cooperativo que 
comienza a 55 ºC y finaliza a 75 ºC. 
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Figura 58. Desnaturalización de PsbQ por temperatura según la técnica de CD UV-cercano. (A) Espectros 
de PsbQ a diferentes temperaturas; se muestra la reversibilidad al volver a las condiciones iniciales (de 85 
a 20 ºC) (B) Curva de desnaturalización (cuadrados negros) a 291 nm en función de la temperatura. Se 
incluye el ajuste por mínimos cuadrados a la ecuación [20] (línea continua). 
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Figura 59. Desnaturalización de PsbQ por temperatura según la técnica de emisión de fluorescencia. (A) 
Espectros de PsbQ a diferentes temperaturas (B) Curva de desnaturalización (cuadrados negros) a 320 nm 
en función de la temperatura. Se incluye el ajuste por mínimos cuadrados a la ecuación [20] (línea continua). 
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En cuanto a los experimentos de fluorescencia, la intensidad del espectro de emisión de 
la proteína presenta una disminución significativa y un desplazamiento del máximo hacia el rojo 
de 327 nm a 352 nm al aumentar la temperatura (Figura 59A). Esto sugiere que el grado de 
exposición del triptófano al disolvente es similar al del estado desnaturalizado alcanzado con 
6.0 M GdnHCl (Figura 54A). En la Figura 59B se representa la intensidad de emisión de 
fluorescencia a 320 nm en función de la temperatura que, al igual en los dos casos anteriores, 
muestra una transición entre dos estados entre las temperaturas 55 y 75 ºC. 
Los estudios de reversibilidad se realizaron repitiendo la adquisición del espectro de la 
proteína a 20 ºC tras enfriar la muestra al alcanzar 90 ºC (Figuras 57 y 58A). Al comparar 
ambos espectros, se comprobó que la reversibilidad era mayor del 90 %. Las curvas de 
desnaturalización por temperatura obtenidas por las tres técnicas se analizaron según la 
ecuación [20], usando el método de regresión no lineal por mínimos cuadrados (Figuras 56B, 
58B y 59B, línea continua) y se obtuvo una temperatura media de desnaturalización de 63 ± 0.4 
ºC. Los resultados de los análisis se muestran en la Tabla XIX. 
 
 
 
 
Desnaturalización térmica ∆HvH (kcal/mol) Tm (ºC) 
CD (λ = 220 nm) 
10 µM en 20 mM Tris-HCl pH 8.0 
 
69±2 
 
63.0±0.1 
 
CD (λ = 291 nm) 
90 µM en 20 mM Tris-HCl pH 8.0 
 
69±4 63.5±0.5 
Fluorescencia 
(λexc =295 nm; λem =320nm) 
5 µM en 20 mM Tris-HCl pH 8.0 
 
74±3 62.9±0.2 
 
 
6.3. Medidas calorimétricas. 
 
La dependencia del exceso de capacidad calorífica de PsbQ con respecto a la temperatura se 
muestra en la Figura 60A a una concentración de proteína de 73 µM en 20 mM Tris-HCl pH 8.0 
a 20ºC/h. El termograma muestra un único pico endotérmico simétrico. La capacidad calorífica 
de un segundo termograma obtenido tras calentar la muestra a 90 ºC permite concluir que la 
Tabla XIX. Parámetros termodinámicos asociados a la desnaturalización 
térmica por diferentes técnicas espectroscópicas, como resultado de los 
ajustes por mínimos cuadrados a la ecuación [20] suponiendo una 
desnaturalización en dos estados  
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reversibilidad es ≥ 80 % (Figura 60B). Se repitió, además, un segundo termograma sobre una 
muestra que se enfrió rápidamente tras ser calentada hasta 65 ºC a 20 ºC/h, y se alcanzó una 
reversibilidad del 100 % (Figura 60C). Esto indica que la irreversibilidad asociada a la 
desnaturalización térmica pueda ser debida a procesos que ocurren a altas temperaturas, que no 
afecta a las conclusiones obtenidas sobre la transición entre dos estados en equilibro químico en 
este trabajo. No se observó dependencia de los parámetros termodinámicos al variar la 
concentración de proteína o la velocidad de barrido, lo que sugiere que al calentar la muestra no 
ocurre ningún proceso de oligomerización. Los datos calorimétricos se analizaron con el modelo 
de dos estados de acuerdo a la ecuación [22], obteniéndose un valor de ∆Hcal = 61.3 ± 0.8 
kcal/mol y una Tm = 64.8 ± 0.1 ºC. El ∆HvH obtenido fue de 71.6 ± 1.1 kcal/mol y, por tanto, la 
relación ∆Hcal/∆HvH es 0.85.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 En la Figura 61 se recoge la superposición de la fracción desnaturalizada de PsbQ en 20 
mM Tris-HCl pH 8.0 en función de la temperatura según las diferentes técnicas empleadas: CD 
lejano (220 nm), CD cercano (291 nm), UV (320 nm) y DSC. La superposición es indicativa de que 
con cierta fiabilidad el proceso de desnaturalización térmica ocurre en dos estados.  
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Figura 60.Termogramas de PsbQ obtenidos por DSC a 20ºC/h. (A) La transición muestra un único pico 
simétrico para PsbQ en 20 mM Tris-HCl pH 8.0. (B) Estudio de la reversibilidad del proceso que muestra que 
altas temperaturas pueden ocurrir procesos de agregación (color negro, primer barrido; color azul, segundo 
barrido sobre la misma muetra). (C) La muestra se calentó a 20ºC/h hasta 65 ºC (azul), se enfrióy se repitió  
un segundo termograma. La reversibilidad en este último caso es próxima a un 100 %.  
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6.4 Influencia del pH en la estabilidad de PsbQ 
 
La influencia del pH en la desnaturalización inducida por temperatura sobre PsbQ se 
caracterizó por CD. En la Figura 62 se muestran los espectros de CD obtenidos en el UV-lejano 
y UV-cercano y se comprueba que la estructura de la proteína en su estado nativo es 
prácticamente independiente del pH a 20 ºC.  
El análisis de las curvas de desnaturalización térmica a cada pH se realizó monitorizando 
el cambio de elipticidad a 220 nm (Figura 63A) y se estudiaron mediante la ecuación [20] 
haciendo un ajuste no lineal por mínimos cuadrados. Los resultados de estos estudios se 
resumen en la Tabla XX, en los que se comprueba que la estabilidad de PsbQ se afecta muy 
poco por el pH entre 5-8. 
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Figura 62. Influencia del pH en la conformación nativa de la proteína PsbQ estudio por CD lejano y CD 
cercano.  
Figura 61. Representación de la fracción desnaturalizada aparente en función de la temperatura. La figura 
representa los valores de la señal espectroscópica transformados a fracción desnaturalizada 
correspondientes a CD lejano-220 nm (triángulo azul), CD cercano -291 nm (triángulo verde), fluorescencia 
320 nm (cuadrado negro) y la integración de la curva de DSC (círculo rojo).  
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pH Tm (ºC) ∆HvH (kcal/mol) 
1.8 50.2 ± 0.2 53 ± 3 
2.8 55.0 ± 0.3 58 ± 3 
3.8 60.2 ± 0.1 66 ± 2 
5.0 65.3 ± 0.1 72 ± 2 
6.0 65.5 ± 0.1 72 ± 2 
7.0 65.0 ± 0.1 70 ± 2 
8.0 63.1 ± 0.1 70 ± 2 
 
Además, la estabilidad térmica de PsbQ se estudió por DSC a diferentes pH. Los 
termogramas (Figura 63B) muestran una única transición, y se aprecia que la estabilidad de 
PsbQ está afectada por el pH de manera comparable a los cambios estudiados por CD. El análisis 
de los termogramas se realizó según el modelo de dos estados reflejado en la ecuación [22]. La 
reversibilidad en todos los casos fue mayor del 80 %. Los resultados de los parámetros 
termodinámicos se muestran en la Tabla XXI.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 63. (A) Curvas de desnaturalización térmica obtenidas para PsbQ a diferentes pH por CD lejano, 
monitorizando la señal a 220 nm. (B) Termogramas obtenidos por DSC al variar el pH de la muestra.  
Tabla XX. Parámetros termodinámicos 
asociados a la variación de la estabilidad 
térmica de PsbQ asociada con el pH.  
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La dependencia de ∆Hcal con Tm permitió estimar el valor del cambio de la capacidad 
calorífica entre el estado nativo y el desnaturalizado (Figura 64A) resultando en ∆CP = 1.2 ± 0.1 
kcal/mol/K. Además, relacionando la variación de Tm con respecto al pH (Figura 64B) se pudo 
calcular la diferencia entre el número de protones del estado desnaturalizado con respecto al 
estado nativo debido al proceso de desnaturalización, ∆ν, según la ecuación [25]. Este 
parámetro se incluye en la Tabla XXI donde se comprueba que a pH 2.0 hay un cambio 
apreciable entre el estado de protonación de la fracción desnaturalizada y de la fracción nativa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
pH Tm (ºC) 
∆Hcal 
(Kcal/mol) 
∆HvH 
(Kcal/mol) 
∆Hcal/∆HvH ∆ν 
2 52.5 ± 0.1 54.2 ± 0.5 55.8 ± 0.7 0.97 0.73 
4 62.6 ± 0.04 70.0 ± 0.5 73.2 ± 0.7 0.96 0.46 
6 64.5 ± 0.03 64.6 ± 0.4 70.1 ± 0.6 0.92 0.06 
8 64.8 ± 0.8 61.3 ± 0.8 71.6 ± 1.1 0.85 -0.3 
 
 
A partir de los parámetros termodinámicos, Tm, ∆Hcal y ∆CP, se obtuvo la curva de 
estabilidad de PsbQ a pH 8.0 según la ecuación de Gibbs-Helmholtz [23], que se representa en 
Figura 64. (A). Variación de la entalpía de desnaturalización en función del cambio en la Tm al variar el pH. 
Se representa ∆HvH (▲) para los experimentos de CD, y ∆Hcal (■) y ∆HvH  (°) para los experimentos de DSC, 
según los valores presentados en las Tablas XX y XXI. (B) Representación del cambio en Tm en función del 
pH para la proteína PsbQ según CD (▪) y DSC (●). 
Tabla XXI. Parámetros termodinámicos obtenidos por DSC para PsbQ a diferentes pH.  
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la Figura 65. El cálculo de la estabilidad conformacional de PsbQ en 20 mM Tris-HCl pH 8.0 a 
20 ºC resultó en ∆G = 4.4 ± 0.8 kcal/mol.  
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Figura 65. Curva de estabilidad de la proteína PsbQ en 20 mM Tris-HCl a pH 8.0.  
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1. Análisis evolutivo  
 
El PSII es un complejo proteína-pigmento que pertenece a los sistemas fotosintéticos 
clasificados como de tipo-II en los cuales ocurre la oxidación de un compuesto reductor, en un 
proceso con múltiples pasos inducido por luz, que finaliza en la reducción de una molécula de 
quinona. Este sistema multienzimático se organiza en la membrana tilacoidal de todos los 
organismos oxi-fotosintéticos. En el PSII se localiza el OEC, complejo con actividad redox en el 
cual ocurre la oxidación del agua, formándose oxígeno molecular como subproducto, en un 
proceso catalizado por el complejo de iones de manganeso y por los cofactores no redox Ca2+, Cl- 
y HCO3-. Este OEC se encuentra estabilizado por las proteínas intrínsecas D1, D2, CP43 y CP47 
y por las proteínas extrínsecas; de éstas, solamente participan en la coordinación de iones de 
manganeso cadenas laterales de algunos residuos de las subunidades D1 y CP43 (Ferreira et al, 
2004). Aunque globalmente la composición, el funcionamiento y la estructura del PSII, y 
particularmente del OEC, se conserva entre todos los organismos oxi-fotosintéticos, la 
composición de proteínas extrínsecas es diferente. En esta parte del trabajo se ha analizado la 
presencia (y aparición) de la subunidad extrínseca PsbQ, y de las relacionadas a ésta (PsbO, 
PsbP, PsbR, PsbV y PsbU), en el OEC de los organismos oxi-fotosintéticos. Para ello se ha 
estudiado en detalle la presencia o ausencia de proteínas homólogas a PsbQ, PsbO, PsbP, PsbR, 
PsbV y PsbU en los genomas conocidos actualmente de especies que realizan tanto fotosíntesis 
anoxigénica como fotosíntesis oxigénica.  
Todos los organismos oxi-fotosintéticos analizados requieren de la proteína PsbO, 
quizás como elemento mínimo para un funcionamiento adecuado del complejo de fotolisis del 
agua en el PSII. No se ha encontrado ninguna proteína con homología de secuencia (ni 
estructural) en ninguno de los genomas de los organismos con fotosíntesis anoxigénica que 
también contienen un RC de tipo-II (Chloroflexus aurantiacus, Rhodopseudomonas palustris). 
Los organismos P. marinus MED4 y SS120 contienen el complejo mínimo de OEC, que podría ser 
similar a la forma más simple de OEC presente en la bacteria oxi-fotosintética ancestral. Es, no 
obstante, posible que en estas dos cepas de P. marinus, otras proteínas diferentes a PsbU y 
PsbV pudieran reemplazar su actividad pero, hasta el momento, no se tiene constancia 
bioquímica de ello. Parece que los primeros "compañeros" de PsbO durante la evolución del OEC 
fueron PsbU y PsbV, como se deduce de su presencia en la primitiva cianobaceria Gloeobacter; 
más tarde, estas dos subunidades fueron reemplazadas por PsbP y PsbQ (y PsbR). Las familias 
de proteínas de estas últimas aparecen de alguna forma relacionadas con el OEC desde las 
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etapas evolutivas más tempranas, bien sea por la presencia de proteínas homólogas encontradas 
en organismos procariotas (tipo PsbP-like y PsbQ-like), o bien sea por la aparición de familias de 
proteínas con función desconocida TL26 y TLP40 homólogas a las familias de PsbP y PsbQ, 
respectivamente, cuya presencia en organismos procariotas permite establecer un lazo de unión 
evolutivo, hasta ahora desconocido, entre estos organismos y las familias de proteínas de PsbP y 
PsbQ. La homología remota hallada entre PsbQ y la región N-terminal (no catalítica) de la 
familia de proteínas TLP40, presente en todos los organismos oxi-fotosintéticos, podría 
reflejar una relación estructural y/o funcional. La relación estructural se apoya en la similitud 
en el alineamiento, especialmente de los residuos hidrofóbicos, entre ambas familias (Apéndice 
I, Eb). Estas proteínas se localizan en el mismo compartimento subcelular y se ha comprobado 
que la proteína TLP40 se puede unir a la parte interna de la membrana del tilacoide (Fulgosi et al, 
1998). Además, la actividad peptidil-prolil cis/trans isomerasa podría estar relacionada con la 
alta concentración de residuos de prolina en la familia de PsbQ de plantas superiores; son 
necesarios estudios experimentales para conocer la posible relación entre PsbQ y la familia 
TLP40.  
Actualmente no hay una explicación bioquímica plausible para el cambio evolutivo en la 
composición de proteínas extrínsecas del OEC. Es posible que PsbV pudiera en una de las etapas 
más primitivas de la evolución, por su relación con c2 y la presencia del grupo hemo, haber 
participado de alguna forma en un transporte de electrones, por ejemplo cíclico en el PSII, 
hipótesis apoyada por el hecho de que en todos los RC conocidos ocurre un transporte cíclico. 
Esta función podría haberse anulado durante la evolución y la proteína haber sido sustituida por 
otras.  
En la Figura 22 se propone una imagen de la distribución de las proteínas extrínsecas en 
el OEC de los diferentes organismos oxi-fotosintéticos. La construcción de esta figura está 
basada en el árbol filogenético obtenido al analizar las secuencias de la familia de PsbO (Figura 
23), única subunidad presente en todos los organismos oxi-fotosintéticos, cuyo estudio puede 
ser útil para trazar la evolución molecular del OEC. En relación con los organismos procariotas, 
el árbol indica que la proteína PsbO de Gloeobacter es la secuencia más divergente y próxima a 
las subunidades de PsbO de la oxi-fotobacteria marina Synechococcus sp PCC7421 y las tres 
oxi-fotobacterias verdes marinas Prochlorococcus. Este agrupamiento coincide con el obtenido 
previamente en el análisis basado en 16S rRNA (Turner et al, 1999). Junto a este grupo aparece 
el resto de las cianobacterias. El análisis realizado parece indicar que los organismos 
fotosintéticos ecuarióticos han evolucionado a partir del OEC ancestral por dos ramas 
diferentes. La rama más antigua podría haber evolucionado hacia las algas no verdes, mientras 
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que la segunda rama podría haber dado lugar al OEC de algas verdes y, posteriormente, al de 
plantas superiores. La habilidad de cianobacterias y algas no verdes de sintetizar pigmentos de 
ficobilina permite establecer una relación estrecha entre ambos grupos de organismos. En el 
caso de las oxi-fotobacterias verdes, la síntesis de compuestos derivados de clorofila a y b 
permite relacionarlas con plantas verdes (plantas superiores y algas verdes).  
Es bien sabido, a partir de análisis evolutivos moleculares de las rutas biosintéticas de 
las clorofilas, que el fotosistema más antiguo conocido es el anoxigénico de bacterias rojas y 
que el aparato fotosintético en cianobacterias y las relacionadas a éstas han sido las más 
recientes en aparecer (Blankenship & Hartman, 1998). Este estudio revela que, aunque exista una 
analogía estructural entre los RC de bacterias rojas y del PSII, no hay ninguna similitud en el 
lado donador. La aparición del OEC en los organismos oxi-fotosintéticos podría explicarse como 
una barrera física para evitar que citocromos, como el c2 en bacterias rojas, pudieran reducir 
directamente al par especial y que, en tal caso, la reacción de oxidación del agua a través de la 
YZ, fuera competitiva.  
 
 
2. Estudio estructural de PsbQ 
 
Para el estudio estructural y de la estabilidad conformacional de la proteína PsbQ de plantas 
superiores se ha escogido como sistema modelo la proteína PsbQ de Spinacia oleracea.  
 El primer objetivo en este apartado se centró en la optimización de la estrategia de 
obtención de la proteína PsbQ pura. Aunque se han propuesto varios métodos de aislamiento y 
purificación para esta proteína, estos resultaron ineficaces bien por la activación de una prolil-
endopeptidasa durante el proceso de purificación que resultaba en la degradación de la proteína 
PsbQ (Kuwabara & Murata, 1983) o bien por ser métodos agresivos que dañarían al OEC 
(Yamamoto & Kubota, 1987). Nosotros hemos propuesto un método que a partir de 
concentraciones (sub)milimolares de Cu2+ consiguió, por una parte, inhibir la actividad de la 
proteína endopeptidasa y, por otra parte, despegar de las partículas del PSII casi 
específicamente la proteína extrínseca de interés no degradada. Nuestro estudio revela que en 
una relación Cu2+/PSII ~ 900, la proteína PsbQ de Spinacia oleracea se despega de la membrana 
casi específicamente, en concordancia con resultados obtenidos previamente (Arellano, 1994; 
Jegerschold et al, 1995), aunque otros estudios han propuesto que concentraciones menores de 
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Cu2+ en relación con el PSII despegan en alta proporción las tres proteínas extrínsecas PsbO, 
PsbP y PsbQ (Yruela et al, 2000).  
Además, se puso a punto un método de obtención de la proteína PsbQ recombinante de 
espinaca con el primer objetivo principal de aumentar el rendimiento en la obtención de dicha 
proteína. Las proteínas así obtenidas, nativa o recombinante, mostraron los mismos tiempos de 
retención en las columnas HiTrap SP y Superdex 200, la misma movilidad en SDS-PAGE y una 
buena coincidencia en los espectros tanto de absorción como de emisión de fluorescencia 
(Figuras 38A y 39).  
Los resultados obtenidos de los experimentos realizados por ultracentrifugación 
analítica, velocidad y equilibrio de sedimentación, muestran que la proteína PsbQ se encuentra 
estable y homogénea en disolución, en estado monomérico a 20 ºC. En estos experimentos, la 
masa molecular experimental determinada por la ecuación de Svedberg coincide con la 
determinada teóricamente a partir de su composición de aminoácidos. No se encontró ninguna 
evidencia de formación de dímeros o de oligómeros mayores estudiando la función de 
distribución del coeficiente de sedimentación de PsbQ. Además, la representación de los datos 
de equilibrio de sedimentación se ajusta bien al modelo de una única especie, lo que apoya el 
estado monomérico de PsbQ en disolución. Si estos experimentos in vitro se pudieran extrapolar 
in vivo, el estado monomérico d PsbQ podría tener algún significado fisiológico. Se sabe que las 
proteínas extrínsecas del OEC de plantas superiores (PsbO, PsbP y PsbQ) se unen al lado del 
lumen del PSII estequiométricamente en una relación 1:1:1 (Seidler, 1996). Estas proteínas, sin 
embargo, pueden hallarse también en el lumen en estado libre, en el cual tienen un tiempo de 
vida largo y son competentes para un nuevo ensamblaje (Schubert et al, 2002). Esta disociación 
puede ocurrir en diversas condiciones de estrés, como un pH bajo (Shen & Inoue, 1991) o altas 
temperaturas (Enami et al, 1994). Al recuperar las condiciones fisiológicas óptimas para la 
oxidación del agua, estas tres proteínas se unen de nuevo al PSII. El hecho de que, en nuestro 
caso, la proteína PsbQ libre en disolución se encuentre en estado monomérico podría favorecer 
la interacción específica con las otras proteínas intrínsecas y/o extrínsecas. Una 
oligomerización en el lumen podría resultar en una pérdida de funcionalidad o incluso en una 
señal para la degradación proteolítica. Los experimentos de hidrodinámica, además, apuntan a 
que PsbQ pueda tener una forma elongada en disolución, con una relación f/f0 = 1.6 (véase más 
adelante).  
El estudio de la estructura secundaria de PsbQ se ha realizado siguiendo dos 
estrategias como son los métodos bioinformáticos y los métodos biofísicos, en los que a su vez 
se ha hecho uso de dos técnicas diferentes (CD y FTIR). La cuantificación de estructura 
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secundaria por los métodos bioinformáticos indica que PsbQ contiene un 58 % de α-hélice, 7 % 
de hoja-β y un 27 % de otras estructuras (Tabla VI), estando un 8 % de la estructura sin 
asignar. El análisis por CD da como resultado para PsbQ un 64 ± 9 % de α-hélice, 7 ± 4 % de 
hoja-β y 29.4 ± 6.8 % de giros y estructuras no-regulares (Tabla VII). Estos resultados 
coinciden en gran medida en la asignación de estructura secundaria a PsbQ. En el caso de la 
cuantificación de los diferentes elementos conformacionales de estructura secundaria por 
FTIR, se obtiene en H20 un 68 % de área asignable a la suma de las contribuciones de α-hélice y 
estructura no ordenada mientras que en D20 se cuantifica la contribución de α-hélice en un 38 
% y de estructura no ordenada en un 14 % (Tabla VIII). Como se comentó anteriormente, sería 
razonable esperar que la suma de estas áreas en cada disolvente fuera la misma. Sin embargo, 
esto no es así y hay una diferencia de un 15 % menos de área en D20. Además, en relación con 
esto, se cuantifica en un 24 % la contribución de hoja-β en H20 y un 35 % de esta misma 
conformación en D20, con una diferencia de un 11 % más de área en D2O. Si relacionamos estas 
diferencias en α-hélice y hoja-β al cambiar la muestra de disolvente, sería lógico razonar que el 
11-15 % de diferencia de área de la señal a 1656 cm-1 en H2O se desplaza a 1632 cm-1 en D2O. La 
asignación de bandas en la región de 1620-1640 cm-1 a estructuras de hoja-β es consistente 
tanto con cálculos teóricos como con estudios experimentales de un amplio número de péptidos y 
proteínas. Sin embargo, se ha observado que proteínas que contienen poco o nada de estructura 
de hoja-β también dan señal en esta región. Esto ocurre, por ejemplo, con la mioglobina, una 
proteína predominantemente α-hélice. El espectro de FTIR de esta proteína muestra un fuerte 
hombro a 1632 cm-1 que, en un principio, sugiere una cantidad significativa de estructura 
secundaria tipo hoja-β; esta banda, se ha asignado a movimientos vibracionales de la estructura 
α-hélice (Haris & Chapman, 1995). El citocromo c es una proteína esencialmente α-hélice, 
formada por tres hélices mayores y dos hélices menores (Paquet et al, 2001). El espectro de 
FTIR de este citocromo, muestra también una banda a 1633 cm-1 que se puede atribuir o bien a 
cadenas cortas extendidas que conectan las α-hélices o a interacciones entre cadenas α-α. En 
estos ejemplos, el contenido total de estructura α-hélice es la suma de las áreas a 1655 cm-1 y 
1638-1632 cm-1. Si consideramos que alrededor de un 14 % de la banda a 1656 cm-1 en H2O es 
debida a estructura no ordenada (área de la banda a 1643 cm-1 en D20), se podría pensar que 
parte del área de la estructura de α-hélice (alrededor de un 15 %, la diferencia de la suma de 
áreas de 1656 cm-1 en H20 y 1655 y 1643 cm-1 en D20) es la responsable de la subida de la banda 
a 1632 cm-1 en D20. Esto daría un porcentaje global de α-hélice de alrededor de un 53 % 
(diferencia entre 1656 cm-1 en H20 y 1643 cm-1 en D20), en concordancia con los resultados 
obtenidos por las otras dos técnicas (bioinformática y CD).  
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 El centro de la banda a 1633 cm-1 en H2O fue difícil de fijar, como se comprueba en su 
desviación estándar (15 % de la señal) y en su amplio ancho de banda (25.6 cm-1). Estos 
parámetros indican que la amplia banda a 1633 cm-1 no corresponde a una única vibración sino 
que consiste en una mezcla de dos o más estructuras que absorben a longitudes de onda 
similares. Los análisis por métodos bioinformáticos y por CD indican que el porcentaje de hoja-β 
es relativamente bajo (no más de un 7 %). Por tanto, la señal a 1633 cm-1 (un 24 % del área 
total) se podría asignar a hojas-β más algún otro tipo de estructura extendida. Un tipo de 
conformación que participaría en la clasificación de estructuras extendidas sería la estructura 
tipo PPII, ya que se ha comprobado que fragmentos de estructura del tipo PPII pueden dar 
bandas en la zona de vibración de estructuras β extendidas (Malin et al, 2001). Con estas 
asignaciones, se podría concluir que el análisis por FTIR de PsbQ corresponde a un 53 % a α-
hélice, un 24 % a hoja-β más otro tipo de estructuras extendidas (entre las que podría estar la 
PPII), un 14 % a estructura no regular y un 7 % a giros. 
Estos resultados no coinciden con los descritos previamente (Zhang et al, 1999). En el 
trabajo de estos autores, la banda a 1645 cm-1 tiene un área relativa de un 31 %, muy diferente 
del 14 % que nosotros observamos a 1643.5 cm-1 en D2O. Otra discrepancia es que ellos asignan 
la conformación de hoja-β a toda la banda a 1632 cm-1 en D2O, un 28 % del área. En su estudio, 
no se recogió ningún espectro en H2O por lo que no pudieron analizar las diferencias entre 
ambos disolventes como nosotros hemos discutido. 
La presencia de un único triptófano en la secuencia de PsbQ permitió el análisis de su 
entorno por la técnica de espectroscopía de emisión de fluorescencia. La clasificación de 
Burnstein et al (Burstein et al, 1973), considerando la posición del máximo del espectro de 
emisión fluorescencia de PsbQ a 327 nm y el ancho de banda a la mitad del máximo de 53 nm 
(Figura 39), sugiere que el residuo de triptófano correspondería al tipo-I. Este grupo lo forman 
aquellos residuos triptófano que se localizan en el interior de la proteína pero se encuentran 
rodeados de un  ambiente hidrofílico. En la clasificación de Vivian et al (Vivian & Callis, 2001), los 
parámetros espectroscópicos corresponden a la clase-2, formado por los residuos triptófano 
que tienen una arista del anillo bencénico expuesto al disolvente. Por tanto, con estas dos 
clasificaciones se propone que el residuo de triptófano está parcialmente expuesto al 
disolvente, siendo consistente esta conclusión con los resultados obtenidos en la atenuación de 
la emisión de fluorescencia. El hecho de que la constante KSV del I- (1.2 M-1) sea menor que la 
correspondiente a la acrilamida (3.2 M-1) indica que el agente negativo tiene poca accesibilidad al 
residuo triptófano en su estado excitado. Además, la falta de atenuación de fluorescencia por 
parte del Cs+ y la disminución de KSV del I- al aumentar la fuerza iónica, sugieren que no sólo el 
  145
Discusión 
residuo triptófano está oculto a los atenuadores iónicos, sino que su entorno se encuentra 
rodeado de un barrera cargada positivamente que no puede ser atravesada por los agentes 
catiónicos. 
La primera aproximación al conocimiento de la estructura tridimensional de PsbQ se 
realizó aplicando los procedimientos de reconocimiento de plegamiento actualmente disponibles. 
La falta de una proteína con alta similitud de secuencia a PsbQ y de estructura tridimensional 
conocida impuso el uso de las técnicas computacionales denominadas threading. El modelo 
construido para PsbQ, basado en el reconocimiento de analogía estructural de PsbQ con una 
proteína de estructura conocida pero con baja identidad de secuencia, se valoró positivamente a 
tenor de los datos experimentales obtenidos por el análisis de la estructura secundaria y por los 
experimentos de espectroscopía de absorción y de emisión de fluorescencia. 
Los estudios de estructura diferenciaron en PsbQ dos zonas de distinta conformación: 
la región  N-terminal (residuos 1-45), rico en estructuras extendidas no regulares; y la región C-
terminal (46-149), formado por cuatro α-hélices. También se apunta hacia la presencia de una 
pequeña proporción de hoja-β en la región N-terminal. En esta zona, la acumulación de prolinas 
en serie podría hacernos pensar en la posibilidad de la formación de entidad conformacional 
conocida como PPII, cuya predicción no fue posible debido a que las bases de datos públicas de 
estructura (PDB o HSSP) aún no consideran a este elemento estructural. Una búsqueda de 
segmentos desordenados en la secuencia de PsbQ por el programa PONDR (Dunker et al, 2002) 
revela que la región N-terminal es la zona menos ordenada de la secuencia de PsbQ. La 
estructura 3D obtenida por threading para la región C-terminal de PsbQ está basada en la 
selección del plegamiento de la proteína con código PDB 256bA como molde. Sin embargo, el 
modelo propuesto es de baja resolución y se esperan diferencias apreciables entre ambas 
estructuras ya que, por ejemplo, PsbQ no tiene ningún grupo hemo, como lo tiene molde. 
Además, en el alineamiento utilizado para la construcción del modelo fue necesario incluir un 
hueco o gap de tres posiciones (residuos 109-111) que hace que la región correspondiente a la 
hélice-3 en PsbQ (Figura 37A) sea una hélice discontinua; esta hélice en la estructura real debe 
ser continua y, por tanto, con un giro menos.  
 El residuo de triptófano en el modelo obtenido para PsbQ se encuentra en el inicio de la 
hélice-2, que apunta hacia el interior del núcleo de la proteína (Figura 37A). Esta posición está 
en total acuerdo con la posición a para el triptófano en cadenas anfipáticas, donde haría de 
tapadera molecular para cubrir el núcleo hidrofóbico de proteínas (Paliakasis & Kokkinidis, 1992). 
Además, el triptófano está rodeado de un conjunto de residuos cargados positivamente, que se 
localizan principalmente en los lazos que conectan las hélices 2-3 y las hélices 3-4. Este entorno 
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propuesto para PsbQ según el modelo obtenido por threading es compatible con los resultados 
derivados de los experimentos de fluorescencia. La disposición de los cuatro residuos de 
tirosina modelados muestra que al menos una (Tyr134) está enterrada en el interior de la 
estructura. Se concluye, por tanto, que los resultados obtenidos por los métodos de threading, 
con los que se propone un modelo remoto y parcial de la estructura 3D de PsbQ, son compatibles 
con los obtenidos en los respectivos análisis de estructura secundaria (bioinformática, CD y 
FTIR) y con los obtenidos según los métodos de espectroscopía de absorción y de emisión de 
fluorescencia del triptófano.  
El éxito en la obtención de cristales de PsbQ susceptibles de difracción de rayos-X 
permitió un estudio de alta resolución de la estructura 3D de PsbQ. La calidad de los cristales 
de PsbQ permitió obtener unos buenos patrones de difracción en el difractómetro del Instituto 
de Química-Física "Rocasolano" a la excelente resolución de 1.49 Å, con la que se obtuvo una 
imagen precisa de la mayor parte de la estructura de PsbQ. El método de resolución de la 
estructura se realizó por reemplazo molecular usando como molde la proteína depositada en la 
base de datos del PDB como 1NZE. La resolución estructural 3D por cristalografía de rayos-X 
muestra que dos terceras partes de PsbQ (residuos 46-149) forman una estructura muy 
compacta, con una topología de tipo haz de 4 α-hélices invertidas, en su extremo C-terminal; el 
resto de la secuencia adopta un plegamiento diferente, más extendido, del cual no se ha podido 
obtener una imagen completa. El porcentaje calculado a partir de esta estructura para cada 
entidad conformacional, con un 13 % sin asignar, es de 59 % de α-hélice, 4 % de hoja-β, 3 % de 
PPII y 21 % de estructura no regular. En la Figura 50A se muestra la superposición de la 
estructura 3D de PsbQ obtenida en este trabajo y la publicada por Calderone et al (Calderone 
et al, 2003), con una desviación RMS de 0.4 Å. La nueva estructura de PsbQ mejora  la 
propuesta anteriormente ya que se avanza en el conocimiento estructural de la región N-
terminal; se comprobó que las cadenas laterales de los residuos 38-45 no estaban 
correctamente modelados en la estructura de código 1NZE.  
PsbQ se presenta como una proteína con asimetría esférica, cuya forma se asemeja en 
cierto grado a la de un elipsoide de tipo oblato, de dimensiones 50 x 40 x 15 Å. Los resultados 
de estructura secundaria obtenidos por los métodos espectroscópicos y bioinformáticos 
presentados coinciden con los determinados por la estructura 3D resuelta por cristalografía de 
rayos-X. La buena coincidencia en los porcentajes estimados y resueltos de α-hélice parece 
indicar que en los 20 residuos, cuya información estructural no está disponible, no va a aparecer 
este tipo de conformación. Las mayores diferencias se encuentran en los porcentajes de hoja-β 
y estructura no-regular. Las características físico-químicas de estos 20 residuos, junto con la 
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cuantificación y predicción de estructura secundaria y la movilidad propuesta según los 
experimentos de cristalografía de rayos-X, permiten proponer que estos residuos se encuentran 
extendidos en disolución. Considerando la hidratación real de la proteína y la limitación asociada 
a toda simplificación matemática, podemos concluir que las dimensiones de PsbQ obtenidas por 
cristalografía de rayos-X coinciden, dentro del error experimental y matemático, con los 
resultados acerca de las dimensiones hidrodinámicas de la proteína obtenidos en los 
experimentos de ultracentrifugación analítica.  
En el extremo N-terminal destacan varios grupos conformacionales como son dos 
bandas-β, con estructura hoja-β paralela, y una hélice a izquierdas de tipo PPII. La primera de 
éstas formaría un "broche" que estabilizaría el gran lazo formado por los residuos 14-32, que 
corresponden a residuos con cadenas hidrofílicas y, según las predicciones y la imposibilidad de 
su estudio por difracción de rayos-X, suponemos que es móvil con una estructura extendida no 
regular. Se ha propuesto que los primeros residuos son importantes para la unión de PsbQ al 
PSII puesto que cuando actúa una peptidasa específica (Jansen et al, 1987) que corta el enlace 
entre los residuos P12-L13, la proteína extrínseca no es capaz de unirse a la membrana. Sin 
embargo, los primeros 10 residuos están estabilizados con la región de los residuos 40-45, por 
lo que es posible que en la interacción con el PSII realmente los que intervengan sean algunos de 
los residuos comprendidos entre la posición 12 y 32, zona que se desestabilizaría al romperse la 
unión del "broche" como consecuencia de la ruptura del enlace P12-L13, enlace que corresponde 
al final de la estructura PPII. Esta estructura PPII en PsbQ está expuesta al disolvente y se 
encuentra estabilizada por enlaces por puente de hidrógeno con moléculas de agua. Este tipo de 
estructuras se da tanto en eucariotas como en procariotas y es importante en proteínas 
estructurales, en procesos de unión y señalización (Stapley & Creamer, 1999), por lo que esta 
región peculiar podría estar implicada en la unión de la proteína PsbQ con el PSII, bien sea a las 
otras proteínas extrínsecas, bien sea a las proteínas intrínsecas. Aunque se han caracterizado 
varios motivos de interacción de una determinada proteína con zonas enriquecidas en prolinas en 
otra proteína vecina (dominios WW o SH3), no hemos localizado aún ni en PsbO, PsbP o alguna 
otra subunidad intrínseca estos motivos de secuencia que permitan predeteminar una posible 
zona de interacción de PsbQ con el PSII (Kay et al, 2000). 
Los experimentos de aislamiento de PsbQ del PSII con Cu2+ podrían de alguna manera 
estar relacionados con esta región de PPII. El Cu2+ es un ion que se utiliza habitualmente en 
bioquímica de proteínas por su coordinación al enlace peptídico (métodos Bradford, Lowry, etc.). 
Se ha encontrado, sin embargo, que este ion puede coordinarse especialmente a la proteína en 
regiones donde hay hélices a izquierdas con estructura PPII, teniendo el residuo posterior a uno 
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de los residuos de prolina un carácter hidrofóbico (Ma & Wang, 2003). En experimentos 
recientes de nuestro grupo, hemos estudiado la especificidad de los iones Cu2+, Zn2+ y Ca2+ en el 
aislamiento de PsbQ del PSII. Los resultados sugieren que ni el Zn2+ ni el Ca2+ actúan de manera 
similar al ion Cu2+. La aplicación del mismo protocolo de obtención de PsbQ con Zn2+ resulta en 
una degradación acusada de la proteína. La diferencia entre los resultados obtenidos con Cu2+ y 
Zn2+ se podría explicar si el primero se coordinara específicamente a PsbQ en la zona del enlace 
P12-L13, impidiendo, por tanto la acción de la prolil endopeptidasa que actuaría, en ausencia de 
este ion, específicamente sobre PsbQ. La coordinación del ion Zn2+ ocurriría, por tanto, en una 
región diferente a la del Cu2+. 
No solamente es destacable la estructura de PPII en PsbQ, sino que también se aprecia 
en esta región N-terminal de la proteína una gran acumulación de residuos de prolina (Figura 
48), cuyo significado aún se desconoce. Esta zona es la que contiene más diferencias entre 
plantas superiores y algas verdes. Se ha propuesto que, aunque no existen diferencias a nivel 
funcional descritas entre estos sistemas, la unión al PSII de la proteína PsbQ es diferente en 
ambos organismos (Suzuki et al, 2003). Como se ha comentado, la familia de PsbQ consiste en 
proteínas de plantas superiores (>65 % de identidad de secuencia) y de algas verdes (<30 % de 
identidad de secuencia). Esta divergencia en algas verdes se observa también cuando se 
consideran otros parámetros, como el pI teórico, en el que se aprecian diferencias entre plantas 
superiores (e.g. 9.25 en espinaca) y algas verdes (e.g. 5.71 en Chlamydomonas). Sin embargo, 
esta diferencia en el pI es menos evidente cuando las dos regiones de PsbQ, N-terminal y C-
terminal, se consideran independientemente: pI (N-t, residuos 1-45)= 4.47 y pI (C-t, residuos 
46-149) = 9.49 para espinaca; y pI (N-t, residuos 1-43)= 4.47 y pI (C-t, residuos 46-149) = 8.87 
para Chlamydomonas. En la zona N-terminal se infiere un región bipartita en plantas superiores 
formada por una parte hidrofóbica, enriquecida en prolinas y glicinas (residuos 4-20 en 
espinaca), seguida de una zona cargada negativamente (residuos 21-45) (Figura 66). En el caso 
de algas verdes, la secuencia tiene una acumulación de cargas positivas y negativas en lugar de 
una región hidrofóbica. Los alineamientos de secuencia de las proteínas intrínsecas que 
interaccionan con las extrínsecas (D1, D2, CP43, CP47, PsbE, PsbF, PsbJ) muestran que se trata 
de grupos de proteínas muy conservados evolutivamente (http://www.sanger.ac.uk/Software/ 
Pfam/). Los alineamientos de las proteínas extrínsecas PsbO y PsbP, también se muestran muy 
conservados entre plantas superiores y algas verdes (Apéndice I A, D). Sin embargo, se han 
encontrado diferencias en el extremo N-terminal de la proteína extrínseca PsbR (Apéndice I, 
F) entre plantas superiores y algas verdes, únicos organismos oxi-fotosintéticos donde se 
encuentra presente esta subunidad (Tabla III). Se ha comprobado que PsbR es importante para 
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la unión de la subunidad extrínseca PsbP (Shi & Schröder, 2004); la estrecha relación entre PsbP 
y PsbQ permitiría proponer que la región N-terminal de PsbQ pueda interaccionar con el PSII a 
través de la región N-terminal de PsbR, siendo diferente esta unión en plantas superiores y 
algas verdes.  
 
 
 
 
 
 
 
 
En los experimentos de obtención de cristales de PsbQ se ha comprobado la necesidad 
de la presencia de iones Zn2+ en el medio. En la resolución del cristal se han encontrado dos 
iones Zn2+ coordinados a la estructura de PsbQ (Zn1 y Zn2). El Zn1 está coordinado a los 
residuos Lys63, Asp67, Glu 131 y una molécula de agua; el Zn2 está coordinado a un grupo 
acetato, procedente del medio, a los residuos His120 y Glu129 y al residuo Gln105 de una 
molécula relacionada por simetría. Se observa en el alineamiento de la Figura 26 que los 
residuos que intervienen en la coordinación de Zn1 están totalmente conservados en plantas 
superiores, excepto en la posición 67 en la cual un residuo de aspártico se sustituye por un 
residuo de glutámico en arroz (Oryza sativa). En relación con los residuos que coordinan al Zn2, 
sus posiciones no están totalmente, aunque sí altamente, conservadas en el alineamiento. La 
posición 120 está ocupada por His o Tyr y la posición 129 tiene carácter (polar) negativo 
estando ocupada por los residuos Glu, Asp (o Gln). La coordinación al Zn2 es similar a la obtenida 
previamente en la estructura de PsbQ por Calderone et al (Calderone et al, 2003). Sin embargo, 
este grupo no observa el primer Zn (Zn1) en su estructura. Debido a que otros cationes como el 
Ca2+, el Pb2+ o el Yb3+ dieron resultados negativos en la cristalización de PsbQ se podría sugerir 
cierta especificidad de PsbQ hacia el Zn2+ considerando además la conservación de los residuos 
implicados en la coordinación de este metal, especialmente en el caso del Zn1. Esta especificidad 
podría tener una explicación fisiológica relacionada con la presencia de este metal y el PSII. Se 
ha comprobado que el Zn2+ es un contaminante medioambiental que, a ligeras concentraciones, 
puede inhibir la fotosíntesis de plantas y se ha propuesto que el mecanismo de acción de este 
ion en el PSII pudiera estar relacionado con la eliminación de las proteínas extrínsecas (Rashid 
et al, 1994). Sería posible que la proteína PsbQ se comportara como una primera barrera física, 
- +                                    - - +- +-+     
- --+     +-+     - - +- - +- +  
Figura 66. Alineamiento de la región N-terminal de PsbQ de espinaca y Chlamydomonas. Se indican los 
residuos cargados.  
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que impidiera a este ion llegar hasta el OEC e inhibir el proceso de la fotolisis del agua. Será 
necesaria la realización de otros experimentos para concluir la relación entre las proteínas 
extrínsecas, y en particular PsbQ, y la contaminación por metales pesados en el PSII.  
En relación con los experimentos de espectroscopía de fluorescencia y absorción, en la 
Tabla XVIII se presenta el porcentaje de exposición del esqueleto carbonado y de la cadena 
lateral de los residuos aromáticos según la estructura 3D obtenida para PsbQ por cristalografía 
de rayos-X. El residuo de triptófano está poco expuesto al disolvente y, al estudiar su 
disposición en la estructura (Figura 51), se comprueba que la zona expuesta el disolvente 
corresponde a una arista de la cadena lateral, disposición relacionada con la asignación concluida 
en los experimentos de fluorescencia. Además, este residuo forma un enlace por puente de 
hidrógeno con el residuo Lys69 (Figura 51), que explica los resultados obtenidos en los 
experimentos de atenuación de fluorescencia presentados en las Figuras 40 y 41, y está 
rodeado de otros residuos positivos como Lys125. La posición estructural de este residuo de 
triptófano formando parte del núcleo estructural de la proteína le permite actuar como una 
buena sonda para el estudio de cambios conformacionales que puedan ocurrir en el interior de la 
estructura de PsbQ. La exposición al disolvente de los residuos de tirosina según la estructura 
3D (Tabla XVIII) muestra que son dos las tirosinas con poca accesibilidad al disolvente, Tyr133 
y Tyr134, que está de acuerdo con los resultados obtenidos en los experimentos de absorción 
presentados (Figura 38).  
La predicción del plegamiento de PsbQ por threading coincide con la estructura 3D 
obtenida por cristalografía de rayos-X (Figura 50B). Por threading no se pudo obtener una 
predicción 3D de los primeros 45 residuos, aunque los programas de predicción de estructura 
secundaria por redes neuronales predijeron la presencia de dos pequeñas bandas-β en esta zona 
(Figura 30). La predicción de 4 α-hélices de la zona C-terminal por redes neuronales y su 
disposición en forma de haz invertido por threading ha sido, en este trabajo, acertada indicando 
que los métodos computacionales son herramientas útiles como primera aproximación al 
conocimiento de la estructura de esta proteína. La desviación RMS del esqueleto carbonado 
entre ambas estructuras es menor a 1.5 Å. Además de las diferencias esperadas en relación con 
la disposición de las cadenas laterales, hay diferencias apreciables entre la longitud de las 
hélices predichas y las realmente presentes en la estructura. Es conocido que los lazos son 
difíciles de predecir debido a su flexibilidad. En el modelo propuesto por threading para PsbQ 
los lazos que conectan las hélices 1-2 y hélices 3-4 son cortos (5 residuos), mientras que el que 
une las hélices 2-3 es más largo (8 residuos); la estructura real muestra que la longitud de estos 
lazos es menor que la predicha (3-4 residuos). Estos lazos están cargados (Figura 32) y 
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expuestos al disolvente y, por su alta conservación en la familia de secuencias de PsbQ, podrían 
estar implicados en la interacción electrostática de PsbQ al PSII.  
En la Figura 51 se muestra la distribución de residuos totalmente conservados y 
determinantes de familia en plantas superiores (Figura 27 y Tabla V) sobre la estructura 3D 
obtenida por cristalografía de rayos-X. Es interesante la acumulación de estos residuos en una 
"cara" de la proteína, donde además se encuentra una gran acumulación de residuos positivos 
(Figura 52), zona que podría ser, al menos en parte, responsable de su interacción con el PSII, 
cuya cara expuesta al lumen se sugiere cargada negativamente (Akerlund et al, 1979).  
Estudios de reconstitución de la proteína PsbQ al PSII indican que esta subunidad está 
relacionada con el ion Cl- (Akabori et al, 1984). Se ha comprobado que este ion se une a múltiples 
sitios del OEC (Coleman, 1990). Los sitios de unión potenciales del ion Cl- en proteínas incluyen 
cadenas laterales de residuos de histidina, lisina, arginina, los grupos alfa-amino terminales y 
cofactores metálicos. De esta manera, la alta acumulación de residuos de lisina en PsbQ podría 
estar relacionada con una interacción con el ion Cl-. Además, se ha encontrado que los residuos 
de lisina pueden participar en la unión de H+, proceso en el que estaría implicado el ion Cl-, 
estabilizando la carga de la población flotante de H+, y estabilizando a su vez la protonación 
transitoria de las cargas positivas implicadas. Por tanto, la relación experimental encontrada 
entre el ion Cl- y la proteína PsbQ, con alta acumulación de residuos de lisina, podría estar 
involucrada en el secuestro de H+, procedentes del sistema de fotolisis del agua. Así pues, la 
proteína PsbQ podría formar parte de uno de los caminos hidrofílicos que comunican el centro 
catalítico del OEC con el lumen. Recientemente se ha propuesto un camino hidrofílico de estas 
características en la subunidad PsbO, en el que residuos aspártico y glutámico conducirían las 
salida de H+ hasta el lumen (Ferreira et al, 2004).  
 
 
3. Estabilidad conformacional de PsbQ 
 
La conformación nativa de una proteína, que está relacionada con su función biológica, es debida 
a la participación y compensación de diferentes fuerzas covalentes y no covalentes como son los 
puentes de hidrógeno, las interacciones de van der Waals, los efectos electrostáticos, el efecto 
hidrofóbico, etc. La perturbación de estas fuerzas da lugar a la desnaturalización de la 
proteína, con la consecuente pérdida completa o parcial de la estructura además de su función 
biológica.  
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 El estudio de la estabilidad conformacional de PsbQ se ha realizado mediante técnicas 
espectroscópicas y de microcalorimetría, usando diferentes agentes como son GdnHCl, 
temperatura y pH. En estos estudios se han relacionado las variaciones en las propiedades 
ópticas con las variaciones en las propiedades termodinámicas del sistema. Ambos estudios por 
CD en el UV-lejano muestran una disminución progresiva en el contenido de estructura α-hélice 
con la desnaturalización. Este cambio en estructura secundaria en PsbQ ocurre en paralelo con 
el cambio de estructura terciaria, estudiada por CD en el UV-cercano y por fluorescencia 
intrínseca del triptófano. La coincidencia tanto de las curvas de desnaturalización por agentes 
químicos como las de desnaturalización por temperatura obtenidas por CD y fluorescencia 
sugieren que sólo existe una unidad cooperativa de desplegamiento por molécula (Figura 54 y 
55). La presencia de un punto isodicroico y de un punto isostílbico también apuntan a un 
mecanismo en dos estados.  
 Los parámetros termodinámicos obtenidos en los experimentos de desnaturalización 
térmica (m=5 kcal/mol/M y ∆GH20=4 kcal/mol), se encuentran dentro de los valores observados 
en otras proteínas globulares de masa molecular similar considerando la naturaleza menos 
globular de PsbQ (Myers et al, 1995).   
En el caso de la desnaturalización por temperatura, no se encontraron cambios en la Tm 
al variar la concentración de proteína o la velocidad de barrido, lo que indica que no ocurre 
ningún proceso de oligomerización durante el proceso de transición. Sin embargo, se comprobó 
que la reversibilidad del proceso cambiaba entre 80-100 % dependiendo si el termograma se 
paraba a los 90 ºC o justo después de alcanzar el valor de Tm. Además,  al suponer un mecanismo 
de dos estados se obtienen valores para la relación ∆Hcal/∆HvH de entre 0.97-0.85, que se 
desvían de la unidad. La dificultad de una buena integración en el termograma, debido 
posiblemente a procesos de agregación a altas temperaturas, y la naturaleza menos globular de 
la proteína, pueden ser la causa de la desviación de este parámetro. La agregación de la proteína 
es un fenómeno que se acentúa a medida que el pH del medio se acerca al punto isoeléctrico de 
la proteína, como podría ocurrir en PsbQ (pI ~9.2). Además, se ha encontrado en diversos 
estudios que la isomerización de residuos de prolina puedan afectar a la cinética de los procesos 
que ocurren a altas temperaturas (Wedemeyer et al, 2002). A pesar de esto, podemos considerar 
que el análisis termodinámico de PsbQ en la región de transición no se afecta por estos procesos 
que ocurren a altas temperaturas.  
En la Figura 61 se muestra la superposición de la fracción desnaturalizada de las curvas 
de transición normalizadas obtenidas por diferentes métodos. Se observan tres regiones bien 
diferenciadas y una transición en un solo paso que indica que los cambios conformacionales 
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ocurren de forma cooperativa en una zona estrecha de concentración de GdnHCl y temperatura. 
La buena coincidencia entre las diferentes técnicas, que miden propiedades ópticas diferentes, 
permite concluir que los procesos de desnaturalización inducidos químicamente y por 
temperatura en PsbQ ocurren en dos estados, en los cuales sólo están implicados el estado 
nativo y el estado desnaturalizado. En el caso de la desnaturalización por temperatura, este 
proceso es totalmente reversible a temperaturas, al menos, menores de 65 ºC.  
Con este estudio se concluye que PsbQ es una proteína estable frente a la temperatura 
in vitro, afectándose ligeramente la estabilidad conformacional de la misma por el pH (Tabla 
XX). La máxima estabilidad in vitro se encuentra en el intervalo de pH 5-8, que podría estar 
relacionado con el pH óptimo de funcionamiento del lumen (Christen et al, 1999). No se han 
encontrado en este trabajo cambios conformacionales de PsbQ en este intervalo de pH que 
puedan explicar los experimentos de disociación de las proteínas extrínsecas de la membrana, 
en los que se propone que la proteína PsbQ está un 50 % disociada tras 30 min de incubación a 
pH 5.0 (Shen & Inoue, 1991). Con los resultados obtenidos in vitro se puede concluir que este 
proceso de disociación del PSII no es debido a un cambio conformacional de PsbQ, aunque no se 
puede descartar que sea debido a un cambio conformacional de otra subunidad del PSII con la 
que interaccione. Sin embargo, este proceso de disociación también podría relacionarse (en 
parte) con un cambio en el estado de protonación de PsbQ que no afectara a su estado 
conformacional. En este caso, debería de haber un residuo (o residuos) cargado que se 
encontrara en la superficie de PsbQ, y por tanto accesible al disolvente cuando PsbQ está 
soluble, pero oculto al disolvente cuando la proteína interaccione con el PSII. Debido a que la 
distribución de carga en la estructura de PsbQ no es uniforme, un cambio en la protonación de 
PsbQ implicaría a un residuo con un pKa próximo a 5, como por ejemplo un residuo de histidina. 
Este residuo en la estructura 3D obtenida por cristalografía de rayos-X de PsbQ se encuentra 
totalmente expuesto al disolvente, en la zona de acumulación en la estructura 3D de PsbQ de 
residuos conservados, mayoritariamente con carga positiva, y de residuos determinantes de 
familia (Figura 51). El pKa estándar asociado a este residuo se encuentra entre 6.5-7.5; sin 
embargo, el pKa del residuo de histidina en PsbQ podría estar próximo a 5, como ocurre en la 
proteína lisozima T4 (Yang & Honig, 1993). En su forma desprotonada, el residuo de His120 
podría formar un puente de hidrógeno con otro residuo reforzando la interacción molecular de 
PsbQ con el PSII. La interacción entre ambos residuos en un medio dieléctrico bajo y/o en un 
entorno eléctrico positivo disminuiría el pKa  del residuo de His pudiendo llegar hasta 5.0. No 
obstante, este pKa de 5.0 también es asignable a residuos con carga negativa, cuyos valores de 
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pKa han cambiado, por ejemplo, como consecuencia de su participación en un puente salino fuerte 
con otro residuo del PSII en un medio con una constante dieléctrica baja (Yang & Honig, 1993).  
El hecho de que el parámetro Tm varíe con el pH del medio en el que se encuentra la 
muestra refleja que hay un cambio de protonación en la proteína durante el proceso de 
desnaturalización. El valor de ∆ν se ha comprobado que es prácticamente 0 entre los valores 5-
8, pero se desvía ligeramente de este valor entre pH 2-4 (Tabla XXI). Los únicos grupos 
carboxilato que pueden ser titulados entre pH 2-4 son los de los residuos de aspártico, 
glutámico y del carbono α del extremo C-terminal. Se ha comprobado que los valores de pKa de 
estos residuos pueden diferir, en más de dos unidades, entre el estado nativo y el 
desnaturalizado como consecuencia, posiblemente, de que un grupo ácido, por ejemplo, por estar 
involucrado en un puente salino (Cooper, 1999; Yang & Honig, 1993). En la estructura 3D de PsbQ 
se encuentra un puente salino muy fuerte, entre los residuos Lys63 y Asp67, que podría explicar 
este valor de ∆ν casi próximo a la unidad medido a pH 2.0. Además, a bajo pH, donde la proteína 
tendrá una carga positiva alta, es posible que los pKa de los grupos ácidos en el estado nativo 
sean menores que en el estado desnaturalizado, por lo que consecuentemente la proteína 
desnaturalizada unirá los protones de manera más eficaz que el estado nativo (Yang et al, 1993). 
La variación del parámetro Tm con el pH permite estimar la variación de la capacidad 
calorífica entre los estados nativo y desnaturalizado relacionando el valor de la Tm con ∆Hcal (o 
∆HvH, considerando un proceso de dos estados). El valor obtenido es de 1.2 cal/mol/K que se 
encuentra dentro de los valores observados en diversas proteínas.  
El parámetro ∆GH2O es una medida de la estabilidad conformacional de la proteína, de 
manera que cuanto mayor es este valor más estable es una proteína. La estabilidad 
conformacional obtenida para PsbQ en los estudios de desnaturalización por GdnHCl y por 
temperatura a 20 ºC y pH 8.0 es de 4 ± 1 Kcal/mol y 4.4 ± 0.8 Kcal/mol, respectivamente. Estos 
valores, teniendo en cuenta la diferente naturaleza de las técnicas y de las propiedades 
medidas, concuerdan y se incluyen dentro de los valores observados para la estabilidad 
conformacional de casi todas las proteínas conocidas, que se encuentra entre 5 y 15 Kcal/mol 
(Pace, 1990). La coincidencia de los valores de ∆G (20ºC) y de las curvas de desnaturalización 
inducidas químicamente y por temperatura obtenidas por CD a la misma temperatura de 90 ºC, 
permiten concluir que estructural y energéticamente los dos estados desnaturalizados son 
equivalentes; sin embargo, no se puede concluir sobre el grado de desplegamiento en el que está 
el estado desnaturalizado, puesto que cada vez es más evidente que las proteínas no se 
despliegan totalmente a altas concentraciones de GdnHCl o temperatura. Se ha encontrado que 
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en estas condiciones las estructuras presentes en el estado desnaturalizado son debidas 
fundamentalmente a agrupamientos hidrofóbicos (Evans et al, 1991).  
En cianobacterias, las tres proteínas extrínsecas (PsbO, PsbU y PsbV) protegen el OEC, 
de manera independiente, frente a la inhibición por calor (Kimura et al, 2002). Sin embargo, se ha 
encontrado que en plantas superiores las proteínas PsbO, PsbP y PsbQ se comportan de manera 
diferente. Estas tres proteínas se despegan del PSII al incubar los tilacoides o las membranas 
enriquecidas en PSII entre 40-50 ºC durante 5 min, resultando en una inactivación completa del 
OEC (Enami et al, 1994) (Pueyo et al, 2002). Al menos, en lo referente a PsbQ, la razón de este 
comportamiento no estaría asociado con un cambio en su estado desnaturalizado a 50 ºC, ya que 
no se han detectado cambios en la elipticidad a 50 ºC ni en el UV-cercano ni el UV-lejano. De 
esta manera, la proteína PsbQ estaría estable y soluble en el lumen,  probablemente preparada 
para una unión eficaz al PSII una vez recuperadas las condiciones fisiológicas adecuadas. 
La razón de la diferencia en el comportamiento de las proteínas extrínsecas del PSII 
entre cianobacterias y plantas superiores a altas temperaturas aún no es conocida. Se ha 
comprobado que cuando la proteína PsbO de plantas superiores es sustituida por su proteína 
ortóloga de una cianobacteria termófila, aumenta la tolerancia a la inactivación térmica del 
sistema fotolítico del agua (Pueyo et al, 2002). Sin embargo, la elección de estas tres proteínas 
extrínsecas (PsbO, PsbP y PsbQ), que no se unen tan fuertemente al PSII, podría formar parte 
del mecanismo molecular propio de este fotosistema frente a la fotoinhibición. Mientras que 
plantas y algas comparten el ciclo de las xantofilas como mecanismo de fotoprotección del PSII 
frente al estrés lumínico, cianobacterias carecen de este mecanismo (Eskling et al, 1997). Es 
conocido que bajo estrés lumínico ocurre una sobre-acidificación del lumen del tilacoide, que 
conduce a una desexcitación energética por un mecanismo de atenuación no fotoquímica (NPQ, 
non-photochemical quenching) en el PSII (Demming-Adams & Adams, 1996)(Niyogi, 1999). Además, 
se sabe que la disipación térmica por el conocido como ciclo de las xantofilas foto-protege el 
PSII al disminuir el tiempo de vida de la clorofila excitada en su estado singlete y, por tanto, 
disminuir el rendimiento cuántico tanto de la clorofila en su estado triplete como del oxígeno 
singlete. El primero surge bien por un entrecruzamiento entre sistemas en la molécula de 
clorofila (1Chl → 3Chl) o entre P680 y el aceptor primario Phe (1[P680+Phe-] → 3[P680+Phe-]) y el 
segundo por transferencia de energía triplete (3S + O2(3Σg−) → S + O2(1∆g)). El ciclo de 
xantofilas comienza cuando se activa en el lumen la violaxantina de-epoxidasa como 
consecuencia de una sobre-acidificación de este compartimento, uniéndose a la membrana 
tilacoidal donde transforma la violaxantina en zeaxantina (Eskling et al, 1997). De esta manera, 
no solamente la disipación térmica local y la acidificación alrededor del PSII evitarían que la 
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energía lumínica llegase al P680, sino que también se inactivaría el proceso de oxidación del agua 
en el lado del lumen del PSII debido a la disociación de las proteínas extrínsecas PsbO, PsbP y 
PsbQ. Estos dos procesos, disipación térrmica y descenso del pH, no conducirían a la 
desnaturalización de PsbQ hasta alcanzar temperaturas superiores a 50 ºC o un pH muy ácido 
(pH < 2.0). La inactivación del complejo fotolítico del agua, ayudaría así pues a disminuir la 
acidificación del lumen del tilacoide y favorecería además la re-oxidación del grupo de 
plastoquinonas en el lado aceptor del PSII. Una vez recuperadas las condiciones fisiológicas 
adecuadas para la oxidación del agua, la energía lumínica de excitación se conducirían 
nuevamente al P680 y las proteínas extrínsecas volverían a unirse al lado del lumen del PSII, 
reanudando la oxidación del agua. Es necesario la realización de experimentos adicionales para 
corroborar que el proceso de atenuación energética no fotoquímica (NPQ) ocurre paralelamente 
a la disociación de las proteínas extrínsecas y así evitar el daño por luz en el PSII de plantas 
superiores.  
En esta parte del trabajo se ha estudiado la estabilidad conformacional de PsbQ in 
vitro, resultados que sirven como primera aproximación al conocimiento de esta proteína en el 
sistema en el que se encuentra. Sin embargo, no podemos olvidar que esta proteína no se 
encuentra aislada sino que forma parte de un complejo multienzimático, interaccionando con 
otras proteínas, y localizada en un compartimento de características peculiares. Son necesarios, 
por tanto, estudios más avanzados donde se consideren, por ejemplo, el sistema de proteínas 
extrínsecas y/o se imiten las propiedades físico-químicas del espacio del lumen para así avanzar 
en el estudio de la relación entre esta proteína y el PSII.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSIONES 
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Conclusiones 
 
1. La proteína PsbQ es característica del complejo de fotolisis del agua en el PSII de plantas 
superiores y algas verdes; sin embargo, se han localizado proteínas homólogas a la familia de 
PsbQ en cianobacterias y algas no verdes, sugiriendo que esta proteína no evolucionó de forma 
convergente a partir de genes de organismos superiores, sino a partir de genes procariotas. 
 
2. La proteína PsbQ de Spinacia oleracea puede despegarse del PSII no sólo a alta fuerza iónica 
sino también a baja fuerza iónica en presencia de Cu2+. La afinidad del Cu2+ por estructuras 
extendidas tipo PPII y la inhibición de la degradación proteolítica de los doce primeros residuos 
del extremo N terminal de PsbQ por la enzima prolil endopeptidasa en presencia Cu2+ señala al 
enlace P12-L13 como punto específico de coordinación entre Cu2+ y PsbQ.  
 
3. Los estudios hidrodinámicos realizados demuestran que la proteína PsbQ es un monómero con 
una estructura elongada, que se comporta como una partícula estable y homogénea en disolución 
a 20 ºC 
 
4. La estructura 3D de PsbQ consta de una region N-terminal (1-45 residuos) formada 
mayoritariamente por estructura no regular y extendida, y una region C-terminal (46-149 
residuos), más compacta con estructura de haz en forma de 4  α-hélices invertidas. La region N-
terminal contiene un elemento conformacional PPII que puede estar implicado en la interacción 
con subunidades (extrínsecas o intrínsecas) del PSII. Los residuos 14-32 no son visibles en el 
mapa de densidad electrónica, sugiriendo que es una zona flexible y posiblemente extendida en 
disolución. 
 
5. PsbQ es una proteína estable frente a la desnaturalización inducida por agentes químicos 
(GdnHCl) y temperatura. El proceso de desnaturalización es reversible y se ajusta al modelo 
clásico de dos estados (N ↔ D) Los dos estados desnaturalizados son equivalentes tanto 
estructural como energéticamente . La máxima estabilidad de PsbQ in vitro se encuentra en el 
intervalo de pH 5-8, que podría estar relacionado con el pH óptimo de funcionamiento del lumen. 
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En las figuras siguientes se recogen los alineamientos comentados en el apartado de Resultados en 
los que intervienen, entre otras, las secuencias conocidas de los siguientes organismos 
(cianobacterias, oxi-fotobacterias verdes, algas no verdes, algas verdes y plantas superiores): 
ANASP, Nostoc sp. PCC 7120; ARATH, Arabidopsis thaliana; BIGNA, Bigelowiella natans; BRUGY, 
Bruguiera gymnorrhiza; CHLRE, Chlamydomonas reinhardtii; CYAA5, Cyanothece sp. ATCC 51142; 
CYACA, Cyanidium caldarium; DUNSA, Dunaliella salina;; EUGGR, Euglena gracilis; FRIAG, Fritillaria 
agrestis; GLOVI, Gloeobacter violaceus PCC7421; HETAK, Heterosigma akashiwo; HETTR, 
Heterocapsa triquetra; ISOGA, Isochrysis galbana; KARBR, Karenia brevis; LYCES, Lycopersicon 
esculentum; NICTA, Nicotiana tabacum; NOSPU, Nostoc punctiforme; ORYSA, Oryza sativa; 
PHATR, Phaeodactylum tricornutum; PISSA, Pisum sativum; PMMED, Prochlorococcus marinus 
MED4; PMMIT, Prochlorococcus marinus MIT9313; PMSS1, Prochlorococcus marinus SS120; 
SOLTU, Solanum tuberosum; SPIOL, Spinacia oleracea; SYNEL, Thermosynechococcus elongatus 
BP-1; SYNP7, Synechococcus sp. PCC7942; SYNWH, Synechococcus sp. WH8102; SYNY3, 
Synechocystis sp. PCC 6803; TRIAE, Triticum aestivum; TRIER Trichodesmium erythraeum; 
VOLCA, Volvox carteri f. nagariensis. 
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Apéndice, A. Alineamiento de secuencia de la familia de PsbO de los organismos oxi-
fotosintéticos.  
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Apéndice, B. Alineamiento de secuencia de la familia de proteínas PsbV en organismos oxi-
fotosintéticos.  
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Apéndice, C. Alineamiento de secuencia de la familia de proteínas PsbU en organismos oxi-
fotosintéticos.  
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Apéndice, D. Alineamiento de secuencia de la familia de proteínas PsbP en organismos oxi-
fotosintéticos.  
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Apéndice, Ea . Alineamiento de secuencia de la familia de proteínas PsbQ en organismos oxi-
fotosintéticos. Apéndice Eb, representación del alineamiento de secuencias de la familia de PsbQ y 
la familia de proteínas TLP40.  
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Apéndice, F . Alineamiento de secuencia de la familia de proteínas PsbR en organismos oxi-
fotosintéticos.  
